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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ADN: Acido desoxirribonucleico

AlS: Segmento inicial del axén

ARN: Acido ribonucleico

BHE: Barrera hemato-enceféalica

BHN: Barrera hemato-nerviosa

Breg: Células B reguladoras

CAMs: Moléculas de adhesién celular

CASPRL1: Proteina asociada a Contactina 1

CASPR2: Proteina asociada a Contactina 2

CIDP: Poliradiculopatia desmielinizante inflamatoria crénica
CNTNZ1: Contactina 1

CNTNZ2: Contactina 2

CPA: Células presentadoras de antigeno

CPCP: Cancer de pulmoén de células pequefias

CR1: Receptor del complemento 1

DADS: Variante de CIDP distal adquirida desmielinizante simétrica
DAF: Factor acelerador del decaimiento

EAE: Encefalomielitis autoinmune experimental

EAN: Neuritis alérgica experimental

EFNS/PNS: European Federation of Neurological Societies/Peripheral Nerve Society
ELISA: Ensayo de inmunoabsorcién asociado a enzima
EMG: Electromiograma

Epo: Eritropoyetina

GMD: Gliomedina

GRD: Ganglios raquideos dorsales

HEK: Células embrionarias de rifion humano

HIF-1: Factor inducible por hipoxia 1

ICAM1: Molécula de adhesion intercelular 1

IFN-y: Interferény

IglV: Inmunoglobulinas endovenosas

IL: Interleucina

IL-1R: Receptor de interleucina 1

IL-1Ra: Antagonista del receptor de interleucina 1
iINOS: Oxido nitrico sintetasa inducible



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

LCR: Liquido cefaloraquideo

LIF: Factor inhibidor de leucemia

LPS: Lipopolisacarido

MAC: Complejo de ataque de membrana

MADSAM: Variante de CIDP multifocal adquirida desmielinizante sensitiva y motora
MAG: Glicoproteina asociada a la mielina

MCP: Proteina de cofactor de membrana

MCP-1: Proteina quimioatrayente de monocitos 1
MGUSP: Polineuropatia asociada a gammapatia monoclonal de significado incierto
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

MMP: Metaloproteinasas de matriz

NdR: Nodo de Ranvier

NF155: Neurofascina 155

NF186: Neurofascina 186

NMM: Neuropatia Motora Multifocal

NrCAM: Molécula de adhesion neuronal

ON: Oxido nitrico

PAMPSs: Patrones moleculares asociados a patdgenos
PMP22: Proteina de la mielina periférica 22

PRRs: Receptores reconocedores de patrones

SGB: Sindrome de Guillain-Barré

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

SNPs: Sindromes neuroldgicos paraneoplasicos

SSN: Neuronopatia sensitiva subaguda

SynCAMs: Moléculas de adhesién sinapticas

TAGL: Glicoproteina axonal transitoriamente expresada 1
TCR: Receptor de célula T

TEM: Migracion transendotelial

TGF-3: Factor de crecimiento transformante f3

TLRs: Receptores tipo Toll

TNF-a: Factor de necrosis tumoral o

Treg: Células T reguladoras

VCAM1: Molécula de adhesién vascular 1
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ABSTRACT

Inflammatory neuropathies are rare autoinmune diseases of the peripheral nerve that
encompass multiple conditions, including Chronic inflammatory demyelinating
poliradiculoneuropathy (CIDP) and paraneoplastic neuropathies. Although the
pathogenesis of these diseases remains largely unknown, autoantibodies have been
postulated to play a pivotal role in disease progression. Identification of novel
autoantibodies in these conditions might provide new biomarkers with relevant clinical

implications in the diagnosis, prognosis and treatment of these patients.

Antibodies against peripheral nerve antigens in chronic inflammatory demyelinating
polyradiculoneuropathy.

Luis Querol MD PhD, Ana M2 Siles MSc, Roser Alba-Rovira MSc, Agustin Jauregui MD,
Jerome Devau®hD, Catherine Faivre-SarraifhD, Josefa Araque BN, Ricard Rojas-
Garcia MD PhD, Jordi Diaz-Manera MD PhD, Elena Cortés-Vicente MD, Gisela Nogales-
Gadea PhD, Miquel Navas-Madrofal MSc, Eduard Gallardo PhD, Isabel Illa MD PhD

CIDP is a heterogeneous condition featuring a lack of clinically-useful biomarkers, in
which the description of specific autoantibodies would benefit patients’ diagnosis and
prognosis, as has been previously demonstrated with the discovery of antibodies against

paranodal proteins.

In this study, a group of 65 CIDP patients were screened for IgG and IgM reactivity
against previously described antigens as well as for new reactivities towards dorsal root
ganglia neurons, motor neurons and Schwann cells. A subset of seronegative CIDP patients
reacted against neural structures and gangliosides. However, immunoprecipitation
experiments in patients reacting against neural cells did not reveal novel antigens, and

frequencies of reactivity against neural cells did not differ from normal controls.

Conclusion: Although immunoprecipitation experiments failed to identify novel antigens,
we provide the most comprehensive autoantibody screening study performed to date in
CIDP and demonstrate a heterogeneous autoantibody profile in CIDP patients, reinforcing

the hypothesis of a significant pathophysiological heterogeneity in this disease.
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ABSTRACT

Antibodies against cell adhesion molecules and neural structures in paraneoplastic
neuropathies

Ana M2 Siles MSc, Eugenia Martinez-Hernandez MD PhD, Josefa Araque BN, Jordi Diaz-
Manera MD PhD, Ricard Rojas-Garcia MD PhD, Eduard Gallardo PhD, Isabel llla MD
PhD, Francesc Graus MD PhD, Luis Querol MD PhD.

Paraneoplastic neuropathies are rare immune-mediated neurological conditions in which
description of novel specific autoantibodies might benefit patients’ diagnosis and
prognosis. Two of our CIDP patients with antibodies against Contactin 1 (CNTNL1)
developed cancer in addition to their neuropathy. Since CNTN1, as well as other cell
adhesion molecules have been described to contribute to cancer pathogenesis, we assessed

their possible involvement as antigens in patients with paraneoplastic neuropathies.

In this study, a group of 34 patients with paraneoplastic neuropathies were screened for
reactivity against neural cell adhesion molecules as well as for new IgG and IgM
reactivities towards relevant neural structures. Overall, nine (26.5%) patients showed
significant reactivity against dorsal root ganglia neurons, motor neurons or Schwann cells.
Compared with control sera, serum samples from patients with paraneoplastic sensory
motor neuropathies had a higher frequency of IgM antibodies against Schwann cells.

Conclusion: Although our experiments failed to identify novel antigens in paraneoplastic
neuropathies, we provide a comprehensive autoantibody screening study that not only
demonstrates the heterogeneous autoantibody profile in these patients but also proves that a
remarkable proportion of them target dorsal root ganglia neurons, motor neurons or

Schwann cells.
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RESUMEN

Las neuropatias inflamatorias son enfermedades autoinmunes raras del nervio periférico
qgue engloban multiples afecciones. Entre ellas, la Poliradiculopatia desmielinizante
inflamatoria cronica (CIDP) y las neuropatias paraneoplasicas. Aunque la patogenia de
estas enfermedades es desconocida, se considera que los autoanticuerpos presentan un
papel crucial en su desarrollo. La identificacibn de autoanticuerpos en estos trastornos
puede suponer la deteccién de nuevos biomarcadores con implicaciones clinicas relevantes

para el diagndéstico, el prondstico y el manejo terapéutico de estos pacientes.

Antibodies against peripheral nerve antigens in chronic inflammatory demyelinating
polyradiculoneuropathy.

Luis Querol MD PhD, Ana M2 Siles MSc, Roser Alba-Rovira MSc, Agustin Jauregui MD,
Jerome Devau®hD, Catherine Faivre-SarraifhD, Josefa Araque BN, Ricard Rojas-
Garcia MD PhD, Jordi Diaz-Manera MD PhD, Elena Cortés-Vicente MD, Gisela Nogales-
Gadea PhD, Miquel Navas-Madrofial MSc, Eduard Gallardo PhD, Isabel Illa MD PhD

La CIDP es un trastorno heterogéneo en el que, en general, no existen biomarcadores Utiles
clinicamente. La descripcion de autoanticuerpos especificos en esta enfermedad podria
beneficiar el diagndstico y el pronéstico de los pacientes; tal y como se ha demostrado

previamente con el descubrimiento de anticuerpos contra proteinas paranodales.

En este estudio, se realizé un cribado en 65 pacientes con CIDP para detectar la reactividad
de tipo IgG e IgM contra antigenos previamente descritos en esta enfermedad, asi como
para detectar nuevas reactividades contra neuronas de ganglios raquideos dorsales,
neuronas motoras y células de Schwann. Un subconjunto de pacientes con CIDP
seronegativa reacciond contra estructuras neurales y ganglidsidos. Sin embargo, los
experimentos de inmunoprecipitacion en aquellos pacientes que reaccionaron contra
células neurales no revelaron nuevos antigenos, y las frecuencias de reactividad de estos

pacientes no difirieron de las observadas en controles sanos.

Conclusion: Aunque los experimentos de inmunoprecipitacion no han permitido la

identificacidbn de nuevos antigenos, nuestro estudio es el mayor estudio de cribado de

13



RESUMEN

autoanticuerpos realizado hasta la fecha en la CIDP y demuestra que existe un perfil muy
diverso de autoanticuerpos en estos pacientes, reforzando la hipotesis de una fisiopatologia

heterogénea en esta enfermedad.

Antibodies against cell adhesion molecules and neural structures in paraneoplastic
neuropathies

Ana M2 Siles MSc, Eugenia Martinez-Hernandez MD PhD, Josefa Araque BN, Jordi
Diaz-Manera MD PhD, Ricard Rojas-Garcia MD PhD, Eduard Gallardo PhD, Isabel llla
MD PhD, Francesc Graus MD PhD, Luis Querol MD PhD.

Las neuropatias paraneoplasicas son afecciones neurologicas inmunomediadas raras en las
gue la descripcion de nuevos autoanticuerpos especificos podria beneficiar el diagnéstico y
el pronéstico de los pacientes. Dos de los pacientes con CIDP de nuestra unidad con
anticuerpos contra Contactina 1 (CNTN1) desarrollaron cancer ademas de su neuropatia.
Dado que se ha descrito que CNTN1, asi como otras moléculas de adhesién celular,
contribuyen en la patogénesis del cancer, se evalud su papel como posibles antigenos en

pacientes con neuropatias paraneoplasicas.

En este estudio, se realizd un cribado en 34 pacientes con neuropatias paraneoplasicas en
busca de reactividades contra moléculas neurales de adhesién celular, asi como
reactividades de tipo IgG e IgM contra estructuras neurales relevantes. Nueve pacientes
(26,5%) mostraron una reactividad significativa contra las neuronas de los ganglios
raquideos dorsales, neuronas motoras o células de Schwann. En comparacion con controles
sanos, los pacientes con neuropatias paraneoplasicas sensitivo-motoras presentaron una

mayor frecuencia de anticuerpos de tipo IgM contra las células de Schwann.

Conclusion: Aunque nuestros experimentos no identificaron nuevos antigenos en
neuropatias paraneoplasicas, éste es un estudio exhaustivo de deteccidon de autoanticuerpos
gue no solo demuestra el perfil heterogéneo de estos pacientes sino que también demuestra
que una proporcion notable de ellos presenta reactividad contra neuronas de ganglios

raquideos dorsales, neuronas motoras o células de Schwann.

14
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

1.1 EL NERVIO PERIFERICO

El sistema nervioso periférico (SNP) es el sistema encargado de comunicar el cerebro y la
médula espinal con el resto de miembros y 6rganos del cuerpo. Este comprende las raices
nerviosas ventrales (motoras) y dorsales (sensitivas), los ganglios espinales y vegetativos,
la unién neuromuscular y todos los nervios periféricos. Se incluyen también 10 pares de
nervios craneales, exceptuando asi los nervios olfatorio y 6ptico que pertenecen al sistema
nervioso central (SNC), y 31 pares de nervios espinales.

Las fibras nerviosas son estructuras cordonales formadas por axones neuronales y células
de Schwann delimitadas por una membrana basal. En funcién del tipo neuronal presente
(neuronas sensitivas, motoras vegetativas 0 motoras somaticas), los nervios se pueden

clasificar en sensitivos (aferentes), motores (eferentes) o mixtos

LT T A sectional view of a spinal nerve showing its connective tissue layers

Connective Tissue
E— Layers of a
e Spinal Nerve

Epineurium

Perineurium

Artory arid vein within Fascicle s Schwann cel

the perineurium \
-
\‘\\— Myelinated axon

Figura 1. Estructura de la fibra nerviosa. Cortesia de Pearson Education, Inc.

1.1.1 ESTRUCTURA Y TIPOS DE FIBRA NERVIOSA

Cada una de las fibras nerviosas mielinicas o amielinicas del SNP, transcurren dentro de
una vaina de tejido conectivo que las aisla llamada endoneuro. Dichas fibras se agrupan en
fasciculos delimitados por una lamina flexible formada por capas concéntricas conocida
como perineuro y finalmente, grupos o uno solo de estos haces de fibras, en funcion de si
el nervio es mono o multifascicular, se recubren a su vez de una capa conectiva fibrosa
conocida como epineufoEsta Ultima capa, que representa el 30-75% de superficie de la

seccion total del nervio, esta formada por fibroblastos, colageno y tejido graso en
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INTRODUCCION

diferentes proporciones y no solo es la responsable de fijar el nervio y aislarlo de sus
estructuras adyacentes, sino que también alberga en su region mas exterior los vasos
capilares y linfaticos que lo irrigan, conocidos cowasa nervorum(Figura 1). Estos

vasos se ramifican en pequefas arterias y arteriolas que penetran en el epineuro y a su vez
se ramifican para penetrar en las capas concéntricas infériores

En funciébn de sus caracteristicas funcionales, diametro, velocidad de conduccién y
presencia o no de vaina de mielina, podemos clasificar las fibras nerviosas en diferentes
tipos' (Tabla 1). Las fibras gruesas (mielinicas de tamafio mediano o grande) conducen las
sensaciones del tacto, presion y propiocepcion, la porcién aferente de los reflejos
musculares y los impulsos motores. Las fibras finas (mielinicas de diametro reducido y

fibras amielinicas), conducen las sensaciones térmicas, nociceptivas y autohémicas

Clasificacion o » Velocidad
Clasificacion » Diametro y
Erlangery o Funcion Mielina conduccion
Numérica (UM)
Gasser (m/s)

Motor somatico,
Aa la propiocepcion 12-20 + 70-120
(husos musculares

Propiocepcion
Aa Ib ) - 12-20 + 70-120
(Organos de Golgi)

Ap I Tacto, presion 5-12 + 30-70

Motor (husos
Ay 3-6 + 15-30
musculares)

Dolor, temperatura,
Ad 1] 2-5 + 5-30
tacto

Preganglionares
B . <3 - 3-15
autonomicas

Dolor, temperatura,
mecanoreceptores

C \Y; _ 0.3-1.3
postganglionares

1
o
N

autonémicas

Tabla 1. Tipos de fibras nerviosas. Tabla modificada de Marari et al
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1.1.2 EL PROCESO DE MIELINIZACION EN EL SNP

Las fibras nerviosas del sistema periférico pueden estar mielinizadas (fibras mielinicas) o
no mielinizadas (fibras amielinicas). La mielina es una sustancia multilamelar compuesta
por fosfolipidos, glicolipidos (cerebrdsidos, sulfatidos y gangliésidos), colesterol y por una
fraccion proteica que incluye, entre otras, las glicoproteinas PO, P1, P2, la glicoproteina
asociada a la mielindMAG) y la proteina de la mielina periférica 22 (PMP22)
diferencia del SNC, donde los oligodendrocitos son responsables de la mielinizacion del
axoén, en el SNP, las células de Schwann son las células gliales encargadas de este
procesd’. La mielinizacién se produce cuando mdltiples capas de doble membrana

plasmaética recubren el axén en forma de esp{fEbura 2).

Quter collar

Cajal band

Inner collar
Cytoplasm
Periaxonal space 1)
~ Paranodal
junctions |

v i —
Ranvier Mitochondrion

SLis Gap Inner mesaxon —
junctions

Figura 2. Mielinizacion del axén en el SNP. Figura modificada de Nave.2010

Las células de Schwann también se encargan de dar soporte tréfico e intervienen en
procesos de regeneracion del aX6&n el caso de las fibras amielinicas, una célula de
Schwann engloba varios axones en su citoplasma proporcionandoles®sdpoffieras
mielinicas, por el contrario, una célula de Schwann engloba en su citoplasma un solo axén,
mielinizando segmentos de aproximadamente 100°. uEmtre dichos segmentos
mielinizados adyacentes, existen pequefios segmentos de axdn no mielinizados de 1-2 pm
denominados Nodos de Ranvier (N8RS espacio mielinizado comprendido entre dos
nodos consecutivos se denomina internodo. Dado que las vainas de mielina aislan los
axones y disminuyen su capacitancia, la exposicion de los NdR permite una regeneracion

del potencial de accién que hace que la conduccién nerviosa sea sHit@eresta forma,
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se aumenta la velocidad de conduccion de estas fibras con respecto a sus homoélogas no

mielinizadas, donde la conduccién del impulso nervioso es continua (Figura 3).

action
myelinated potential =
axon N = 7
node of —
4 +
Ranvier e % 1

Vo N

rivyelin spread of
sheath depolarization

cell bady e +
(sornal g S

action
potential

unmyelinated
axon €1 2002 Eneyelopsedia Britannica, Inc:

Figura 3.Tipos de conduccién nerviosa. Cortesia de Encyclopedia Britannica, Inc.

1.1.3 EL NODO DE RANVIER

El proceso de mielinizacion divide la membrana axonal en cuatro dominios estructurales y
funcionales claramente diferenciados: NdR, paranodos, yuxtaparanodos e intérnodos
(Figura 4).

Los NdR son pequefios segmentos de axén no mielinizados de 1-2 um comprendidos entre
internodos mielinizados adyacerites€stos se distribuyen de forma regular a lo largo de

una fibra nerviosa, y son los responsables de que la conduccién nerviosa sea Saltatoria
En los NdR, el axén entra en contacto directo con el medio extracelular, la matriz
extracelular y las prolongaciones de membrana de las células de Schwann contiguas,
conocidas como microvellosidadés Los componentes principales del NdR son los
canales ionicos voltaje dependientes. El resto de sus componentes, moléculas de adhesion
celular (CAMSs), proteinas de la matriz extracelular y proteinas citoplasmaticas, tienen la

funcién de agrupar y estabilizar dichos carfdles

El NdR contiene diferentes subclases de canales dependientes de voltaje responsables de la
rapida despolarizacion y repolarizacion del axon necesaria para la propagacion del impulso
nerviosd®. Los principales son los canales de sodio voltaje dependientes, Navl.6
principalmente, responsables de la entrada masiva de sodio cuando se da un potencial de

20



INTRODUCCION

acciort”. También estan presentes los canales de potasio KCNQ2 y KCNQ3, encargados
de estabilizar el potencial de reposo y de prevenir la concatenacién de potenciales de
acciort®, Ambos tipos de canales quedan anclados al citoesqueleto axonal gracias a los

complejos formados por las proteinas anquirina ®/yepectrina.

Juxtaparanode Paranode Node Paranode Juxtaparanode

Basal lamina

Myelin E-Unknown antigen = > % Y\\)‘-CMI

Unknown antigen

CNTNZ . h Schwann cell microwilli
CASPR l.l \

i | 1 Ay & §
AR e S

EII»CASPM DI r GM1-f] u[]
Axon = W
oo all/ll-spectrin ;’ﬁi‘:ﬂﬂl

g )

e O BN

o

V) /o L\

Nature Reviews | Neurology

Figura 4. Estructura del Nodo de Ranvier. Imagen extraida de Querol et &l. 2017

Adicionalmente, el NdR consta de otras CAMs como la neurofascina 186 (NF186) o la
molécula de adhesion neuronal (NrCAM) cuya funcién es unirse a la anquirina G y
estabilizar los complejos de estos canales en el'fN@R el SNP, NF186 y NrCAM se

unen a la gliomedina (GMD), otra molécula de adhesion expresada en las
microvellosidades de las células de Schwann que contribuye a que el anclaje de los canales
de sodio y potasio sea doble, por una parte al citoesqueleto del axén y por otra a la célula
de Schwanli. Aunque la composicién molecular de los NdR en el SNP y el SNC es
similar, sus mecanismos de ensamblaje son diferentes, en parte debido a las diferencias en

las células gliales implicadas en el proceso de mieliniz&cion

Cada NdR esta flanqueado por ambos lados por dos dominios claramente diferenciados
entre si, un dominio mas proximal denominado paranodo y otro mas distal que recibe el

nombre de yuxtaparanodo. El paranodo es el dominio encargado de fijar la vaina de
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mielina al axén, donde los bucles de membrana de la célula de Schwann (situados a 3-5
nm) se unen al axolema formando seffto&stas uniones axo-gliales confieren al
paranodo una funcion de barrera esencial que impide la difusion lateral de moléculas entre
el nodo y el yuxtaparanodo, contribuyen a la fijacion de canales de sodio en el NdR y
permiten aislar la actividad eléctrica del axolema nodal con respecto a la del axolema
internodalt®. Las uniones axo-gliales del paranodo estan formadas por complejos entre las
proteinas axonales contactina 1 (CNTN1) y proteina asociada a contactina 1 (CASPR1),
que forman un dimero, y la isoforma 155 de la neurofascina (NF155), expresada por la
célula de Schwarlfi Este complejo CNTN1/CASPR1/NF155 queda anclado mediante su
union, via NF155, a la anquirina B glial. Su union al citoesqueleto del axén se lleva a cabo

mediante la proteina de anclaje 4.1.B y a las isoforthasfdl de espectrind.

El yuxtaparanodo es el dominio situado bajo la vaina de mielina compacta que hace de
interfaz entre el paranodo y el internbdcEsta region esta enriquecida en canales de
potasio voltaje dependientes, Kvl.1 y Kv1.2 principalmente, cuya funcion es la de
repolarizar el axéf. Como en los dominios paranodales, el anclaje de los canales de
potasio al citoesqueleto del axdn se lleva a cabo mediante la proteina de anclaje 4.1.By a
las isoformasull y Bll de espectrina. Este anclaje esta mediado pooraptejo formado

por la proteina asociada a contactina 2 (CASPR2) y la glicoproteina axonal
transitoriamente expresada 1 (TAG1), también conocida como contactina 2 (CNTN2),
unidas a la forma de TAGL1 gltdl Si bien este complejo es necesario para el agrupamiento

de los canales de potasio, los nexos de unién implicados entre ambos no estan del todo

caracterizados.

El internodo es la region anexa al yuxtaparanodo y se corresponde al dominio estructural
mas extenso en superfitie Como los dominios adyacentes, éste contieAsls que
estabilizan la unién entre el axén mielinizado y la membrana adaxonal de la célula de
Schwann. Es el caso de las nectin-like CAMs (Necll, Necl2 y Necl4), la glicoproteina
MAG y las moléculas de adhesién sinapticas (SynCAMdEn el SNP, la longitud
internodal o distancia entre NdR, viene determinada por dos factores. Al igual que la
velocidad de conduccién, la distancia internodal es mayor en aquellos axones de mayor
diametro. Adicionalmente, ésta se ve aumentada por el crecimiento longitudinal de la

regién inervadd. Si bien dicho crecimiento también contribuye a aumentar la velocidad
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de conduccion de la fibra nerviosa, esta relacion no es linealmente dependiente de la
distancia internodal, pues la velocidad de conduccion llega a una meseta como
consecuencia del aumento de la capacitancia a medida que incrementa la distancia

internodaf™.

En las fibras mielinicas del SNP, la organizacion de la fibra nerviosa en distintos dominios
funcionales es indispensable para la 6ptima propagacién del impulso mérvicso
conduccion nerviosa se inicia en el soma de la neurona o en los terminales periféricos (en
el caso de las neuronas sensitivas) cuando en el segmento inicial del axon (AIS), un
microdominio excitable especializado de composiciéon similar al NdR, se genera un
potencial de accién que supera el umbral de despolarizacién de la A2 uEsteapotencial

de accion se transmite a lo largo del axdn de forma saltatoria gracias a la despolarizacion
mediada por los canales de sodio de los sucesivo$’NdRconsiguiente repolarizacion e
hiperpolarizacion del axén tiene lugar gracias a la apertura de los canales de potasio
yuxtaparanodales, que permiten la salida celular masiva de potasio. Tras un periodo
refractario en el cual los canales de sodio permanecen inactivos, impidiendo asi la
bidireccionalidad del impulso nervioso, se consigue llegar al potencial de reposo de

membran#.

La compartimentalizacion de los dominios axonales previamente descritos, es clave para
garantizar una correcta conduccion saltatoria, pues la pérdida de uniones paranodales en
septo se asocia a translocacion de canales de potasio Kvl del yuxtaparanodo al nodo y a
anomalias en la conduccién nervitsd?® Estudios experimentales han demostrado que
mutaciones en componentes del NdR y sus estructuras adyacentes se asocian a la aparicion
de mudltiples afectaciones del sistema nervioso, tales como déficits cognitivos, ataxia,
atrofia cerebelosa, desorden bipolar y diversas formas de epgitép&iaAdicionalmente,

en las neuropatias inflamatorias se ha descrito un nuevo patrén electrofisiolégico asociado
a afectaciones nodo-paranodales, denominado fallo de conduccién reversible o bloqueo
axonal. Este patron es diferente de los patrones electrofisiologicos clasicos
desmielinizantes o axonafé$’ En conclusién, la divisién de la membrana axonal en
dominios estructurales y funcionales claramente diferenciados contribuye a una
conduccion nerviosa fisioldégica y su disrupcion puede conllevar implicaciones

neuropatolégicds.
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1.1.4 INMUNOLOGIA EN EL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

Con el fin de preservar una correcta conduccion nerviosa, esencial para la comunicacion
entre el SNC y el resto de miembros y 6rganos del cuerpo, el SNP esta sujeto a una
estrecha regulacién inmunoldgica. Similar al SNC, donde se encuentra la barrera hemato-
encefélica (BHE), el SNP consta de una barrera restrictiva que lo aisla y que recibe el
nombre de barrera hemato-nerviosa (BHN). La BHN separa el espacio endoneural del
espacio endovascular y del tejido conectivo del epineuro y esta constituida
mayoritariamente por células endoteliales de la microvasculatura del endoneuro y por
miofibroblastos de las capas mas profundas del perinepess (epitheloidea)

interconectados mediante uniones estrechas u ocltksivé&Eigura 5).

COLLAGEN FIBRILS

EPINEURIAL MACROVESSEL
FAT GLOBULE

AXONS
ENDONEURIAL MICROVESSEL (BNB)

ENDONEURIAL MICROVESSEL (BNB)

EPINEURIAL MACROVESSEL
ENDONEURIUM

PERINEURIUM

EPINEURIUM
ENDONEURIAL MICROVESSEL (BNB)

VASA NERVORUM

Figura 5.Localizacién de la BHN. Imagen modificada de Greathouse et af’.2016

Debido a su relativa impermeabilidad, aunque menor que la de la BHE, la BHN se encarga
de proteger los nervios de potenciales componentes nocivos presentes en la circulacion
sanguinea, asi como de evitar fluctuaciones de solutos que pudieran afectar su
funcionalidad®. Es por esta razén que el SNP es considerado un sistema

inmunoprivilegiado. Existen regiones del SNP mas vulnerables que carecen de BHN. Es el
caso de las raices nerviosas, los ganglios raquideos dorsales (GRD) o los terminales

nervioso&,

Alteraciones en la funcion de la BHN se han asociado con procesos inflamatorios y de

desmielinizacion que afectan tanto a la estructura como a la funcionalidad nerviosa. El
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sindrome de Guillain-Barré (SGB) y la poliradiculopatia desmielinizante inflamatoria
crénica (CIDP}® son ejemplos de patologias que cursan con un aumento de la
permeabilidad de la BHN. En la neuritis alérgica experimental (EAN), el modelo animal
del SGB, uno de los eventos iniciales que evidencian morfologicamente el desarrollo de la
patologia es precisamente la confirmacion de la ruptura de la funcién barrera de la BHN,
que precede a la presencia significativa de infiltrados inflamatorios perivasttfares

Ademas de la BHN, en el control inmunologico del SNP participan una gran variedad de
tipos celulares que en su conjunto componen un complejo sistema de vigilancia. Este esta
comprendido por linfocitos T y linfocitos B, células presentadoras de antigenos (CPA)
como los macréfagos y por las propias células de Schwann. Estas ultimas pueden hacer de

CPA y contribuyen en la funcién inmutie

En la actualidad, el conocimiento de la regulacién inmunolégica del SNP humano es
todavia muy limitado y la mayoria de la informacion proviene del estudio de modelos
animales experimentales. El principal modelo de estudio se corresponde al modelo de
EAN, el cual, con un curso monofasico, replica muchos de los aspectos clinicos y
electrofisiolégicos del SGB y puede obtenerse a partir de la inoculacion de diversas
fracciones de la mielifa Las caracteristicas histoldgicas observadas tanto en las fases
mas agudas como cronicas de este modelo, y su similitud a las observadas en el nervio
periférico de pacientes con SGB y CIDP, han contribuido a atribuir un componente
disinmune a la etiologia de ambas enfermedddasicionalmente, la efectividad de los
tratamientos de eleccion en neuropatias inflamatorias (inmunoglobulinas endovenosas
(IglV), corticoesteroides y recambio plasmatico) en el tratamiento de EAN, sugieren que

éste es un buen modelo de estudio de la regulacién inmunolégica de estas enfetfnedades
36

1.1.4.1 INMUNIDAD CELULAR EN EL NERVIO PERIFERICO

Estudios histologicos realizados en biopsias de pacientes con SGB y CIDP y en modelos
animales, confirman la presencia de infiltrados inflamatorios perivasculares en el nervio

periférico. Estos infiltrados, ademas de contener macréfagos, son ricos en linfocitos T

activadod’. En el nervio periférico, los linfocitos T representan una poblacién heterogénea

gue incluye células T colaboradoras (CD4 positivas) y citotoxicas (CD8 positivas) con
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ambos tipos de receptor de célula T (TC#)y vé. Tal y como pasa en la BHE, sélo las
células T activadas ( pero no las ndjvienen capacidad de atravesar la BHN

1.1.4.1.1 ACTIVACION DE LA CELULA T

La activacion de la célula Thaive tiene lugar cuando el TCR de ésta reconoce a un
antigeno afin presentado por las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de tipo | o Il expresados en la superficie de una CPA. Principalmente, aunque no
de forma exclusiva, este papel lo llevan a cabo macrofagos, células dendriticas y linfocitos
B. Generalmente, mediante las moléculas de MHC de tipo |, presentes en la superficie de
la gran mayoria de células del organismo, se presentan péptidos de generalmente 8-9
aminoacidos de longitud de origen intracelular a las células T citotoxicas, CD8 positivas.
Por contra, las moléculas de MHC de tipo Il, con una expresion mas restringida a CPA,
presentan péptidos de mayor longitud (13-25 aminoacidos) de origen extracelular a las
células T colaboradoras, CD4 posititasos niveles de expresién en superficie de ambas
moléculas de clase | y Il pueden verse aumentados por citoquinas proinflamatorias,

particularmente interferép{IFN-y) y factor de necrosis tumoral(@NF-o)>".

Ademas de la union MHC-antigeno-TCR, la activacién de las células T requiere de un
segundo estimulo antigeno-independiente que proviene de la interaccién entre moléculas
de adhesién expresadas en la superficie de la CPA y la c&fulEnTel modelo de EAN se

ha descrito que este co-estimulo puede llevarse a cabo mediante una gran variedad de
moléculas de adhesion, destacando las proteinas B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86) de las CPA,
y sus ligandos activador (CD28) e inhibidor (CTLA4; CD152) de las céldfad Talta de
co-estimulo, la célula T entra en estado de anergia o sufre apUptesia segunda sefial

de co-estimulacion antigeno-independiente es por tanto fundamental para la activacion y la

supervivencia de la célula T.

1.1.4.1.2 MIGRACION TRANSENDOTELIAL

Una vez activados, los linfocitos T circulan por el torrente sanguineo y ya en el SNP, se
adhieren al endotelio vascular con el fin de atravesar la BHN en un proceso denominado
migracion transendotelial (TEM). Este proceso se inicia con una sobreexpresiévsie

en la membrana de los leucocitos y de las propias células endoteliales, y esta mediado por

citoquinas proinflamatorias producidas, entre otros, por los macréfagos residentes en el
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SNP tras su activacidh La expresion d€AMs de la familia de las selectinas (L-selectina,
E-selectina) permite un primer contacto reversible entre las células T y el endotelio
conocido como rodamiento. La union irreversible entre éstos es posteriormente mediada
por CAMs de la familia de las integrinsLa interaccién entre las integrinas VLAMB1;
CD49d/CD29) y LFA1 ¢Lp2;CD11a/CD18), expresadas en la superficie de lataséT,

y Sus respectivos receptores de las células endoteliales, la molécula de adhesion vascular 1
(VCAML1;CD106) y la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM1;CD54), ha demostrado
tener un papel relevante en la TEM de los leucocitos T en el modelo & EANy como

pasa en el modelo murino de esclerosis multiple, la interaccién entre VLA4 y VCAM1
parece ser el actor mas relevante en este proceso; pues el bloqueo de esta interacciéon
mediante anticuerpos anti-VLA4 se traduce en una reduccion de la desmielinizacion
observada en este mod&lo

En la fase aguda de EAN, la sobreexpresion de ICAM1 y VCAM1 en las células
endoteliales de los vasos anexos a las lesiones, se correlaciona con la clinica y el grado de
infiltracién de las mismd& Adicionalmente, se han observado concentraciones elevadas
de las formas solubles de VCAM1, ICAM1, L-selectina y E-selectina en el suero y el
liquido cefaloraquideo (LCR) de los pacientes con neuropatias inflam#torias

Tanto en EAN como en estos pacientes, ademas deAlds, en el proceso de TEM
participan otras moléculas como las quimoquinas, citoquinas quimiotacticas como
CXCL10, CCL2, CCL3y CCLS5, y las metaloproteinasas de matriz (MMB3tas dltimas

son enzimas proteoliticas de origen leucocitario implicadas en la disrupcion de la BHN. Se
han reportado niveles elevados de MMP7 (matrilysin) y MMP9 (gelatinasa 92-kDa) en
trastornos autoinmunes del SNP. La inhibicion de estas MMP se ha asociado a un efecto

beneficioso en la evolucién de EAN

1.1.4.1.3 FUNCION EFECTORA EN EL NERVIO PERIFERICO

En el nervio periférico, las células predominantes en las lesiones observadas en la EAN y
en pacientes con CIDP y SGB, son los macrofagos. Estos pueden ser células propiamente
residentes en el SNP o bien células derivadas de monocitos circulantes que han atravesado
la BHN, y se encuentran tanto en las raices espinales como en las regiones mas distales del
nervio periféricd’. La deplecién de esta poblacion celular en EAN previene el desarrollo

de signos clinicos, electrofisiolégicos e histoldgicos en el modelo de*SGas

macrofagos son las células responsables de la reactivacion de los linfocitos T en la fase
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efectora de la enfermeddd Ademas de su papel como principal CPA en EAN, los
macréfagos desempefian una accion fagocitica sobre la mielina y producen citoquinas
proinflamatorias (TNFe, IFN-y, IL-1,IL-6, IL-12, IL-18, IL-23) y otros mediadores
(MMP, radicales libres, 6xido nitrico (ON), prostaglandinas) que perpetuan la respuesta
inmune del organismd** Una vez activadas, las células T amplian esta respuesta
mediante la secrecion de citoquinas (TWHRFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17), moléculas de
adhesion y MMP que intervienen en reclutamiento de macrofagos, la induccion de
respuestas de tipo B o la disrupcién de la BHMIgunas de estas moléculas pueden

encontrarse elevadas en el suero y el LCR de los pacientes con neuropatias inflimatorias

1.1.4.1.4 TERMINACION DE LA INFLAMACION

Con el fin de limitar la inflamacion en el nervio periférico, diversas moléculas reguladoras
como el factor de crecimiento transformapt€f GF{3), y las interleucinas IL-10 e IL-35
participan en la terminacion de la respuesta inflamatoria actuando sobre multiples células
diana en el sistema inmulleA grandes rasgos, estas citoquinas inhiben la capacidad
presentadora de antigeno de monocitos y células dendriticas, inhiben las respuestas
inflamatorias de tipo CD8, Thl y Th1l7, y estimulan las respuestas Th2 y la diferenciacion
de otras células con capacidad regulatfotas linfocitos T y B reguladores son ejemplos

de estas células, aunque otras poblaciones como las células de Schwann y los macrofagos
también tienen capacidad productora de IL-10. Los linfocitos T reguladores (Treg) son una
subpoblacion reducida de células T, cuyo fenotipo clasico (aunque no exclusivo) es CD4 y
CD25 positivo y se caracteriza por expresar el factor de transcripcion “Coge3han
descrito frecuencias reducidas y alteraciones en la funcionalidad de esta poblacion celular
en multiples enfermedades autoinmunes, incluyendo el SGB y la*CfDEstudios en
modelos animales y en enfermedades autoinmunes indican que el tratamiento con IglV,
terapia de elecciéon en neuropatias autoinmunes, aumenta la frecuencia y la capacidad
supresora de las células TtegAdicionalmente, la administracién directa de IL-10 en el
modelo de EAN suprime la clinica de los individuos inoculfiomientras que la
deplecién de Treg aumenta la severidad de*%stagiriendo un rol importante de estos

mecanismos en el contexto de un proceso inmunomediado.

Otro mecanismo destacado en la terminacion de la inflamacién es la apoptosis de las

células T activadas, un proceso que transcurre de forma natural en el modelo monofasico
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de EAN®. En este proceso intervienen células como los macréfagos y las células de
Schwann, las cuales participan de la muerte celular programada mediante la secrecion de
mediadores como ON, lipocortinas, TNFe a través de la interaccién Fas —Fast. El
tratamiento con corticoesteroides en el modelo de EAN, otra de las terapias de primera
linea de las neuropatias inflamatorias, incluidas las paraneoplasicas, aumenta
significativamente la apoptosis de las células T en el nervio aféttasoa nocién pone

de manifiesto la relevancia que presentan las células T tanto en la fase efectora como en la

terminacion de la inflamacion en el SNP.

1.1.4.2 INMUNIDAD HUMORAL EN EL NERVIO PERIFERICO

Si bien la inmunopatogenia de las neuropatias inflamatorias aun es parcialmente
desconocida, con caracter general se les atribuye un importante componente humoral,
hecho que esta respaldado por la respuesta de estos pacientes a la plasmaféresis, las IglV, y
en algunos casos, a terapias depletivas de célifasOBo hallazgo que contribuye a
otorgarles este caracter es la pérdida de integridad de la BHN que se observa en modelos

murinos tras la inmunizacién pasiva con suero de pacientes coli. SGB

1.1.4.2.1 ANTICUERPOS

Tanto en pacientes con SGB como en la CIDP, se han reportado anticuerpos especificos
contra ganglidsidos y glucolipidos de membrana del nervio periférico, aunque su capacidad
patogénica es en muchos casos controvéttidn CIDP, se han detectado anticuerpos
contra las proteinas de la mielina PO, P2 y PMP22 en algunos estudios, aunque su rol como
potenciales antigenos no parece confirmado en otras céfiddés recientemente, se han
descrito anticuerpos contra diferentes moléculas de adhesion localizadas en el nodo y el
paranodo de Ranvier en grupos reducidos de pacientes cort’CAMnos de estos
anticuerpos han demostrado ser patogénicos en modelos aniiiakisalmente, en los
sindromes neurolégicos paraneoplasicos (SNPs), la expresion ectépica de antigenos
neurales por parte de un tumor conduce a la produccién de anticuerpos paraneoplasicos u
onconeuronalé& Estas observaciones contribuyen en la nocién de que las células B
participan en la inmunopatogenia de estas neuropatias, incluso en aquellos subtipos en los
que los anticuerpos no se hayan demostrado claramente patogénicos como los sindromes

paraneoplasicos clasicos.
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En el SGB, esta bien establecido que un proceso infeccioso provoca una reactividad
cruzada contra el SNP. Este fenbmeno se denomina mimica molecular, y se basa en la
generacion de células B autoreactivas como consecuencia de las similitudes estructurales
entre los antigenos expresados por los microorganismos y el nervio petfiféfico
diferencia del SGB, los procesos infecciosos raramente preceden al desarrollo de CIDP,
reduciendo la probabilidad de que la mimica molecular explique la patologia de estos
paciente¥. Aun asi, el caracter cronico y evolutivo de la enfermedad puede que

contribuya a dificultar la identificacion de estos desencadeftantes

En los SNPs, se han descrito diversos antigenos tumorales implicados en la fisiopatologia
de estas enfermedades, siendo los anticuerpos anti Hu y anti Yo los mas fréciemtds

SGB se han descrito multiples microorganismos c@ampylobacter jejuni, Haemophilus
influenzaey citomegalovirus que contienen secuencias de carbohidratos que coinciden con
gangliésidos como GM1, GD1la, GM1b, GalNacGD1a, asialo-GM1, GQ1b y glicolipidos
asociado¥®° Recientemente, el flavivirus del Zika se ha descrito como otro posible
agente desencadenante de SGB como consecuencia de un proceso de mimica*fmolecular
En zonas endémicas, como la Polinesia Francesa o Brasil, no sélo se han detectado un
aumento exponencial de los casos de SGB, sino que se ha observado una gran correlaciéon
entre los casos de SGB y una serologia positiva para ef’Viugste fenémeno podria
explicarse por el considerable solapamiento observado entre secuencias peptidicas del
virus y de proteinas asociadas a la mielina hufiaBm embargo, el antigeno responsable

de la respuesta patogénica no esté identificado.

En el SNP, los anticuerpos producidos por las cel@apueden deteriorar la mielina

mediante diversos mecanismos. En primer lugar, los anticuerpos pueden reconocer los
antigenos diana y promover su internalizacion por los macrofagos. Asimismo, éstos
también pueden dirigir la capacidad fagocitica de dichos macrofagos mediante su union a
receptores Fc de superficie. Por ultimo, mediante la union a su antigeno, los anticuerpos

pueden activar la via clasica del complem¥nto

La identificacién de los antigenos diana implicados en las neuropatias inflamatorias, y en
las enfermedades autoinmunes en general, supone un paso crucial en la comprension de su

patogénesis. La deteccion de anticuerpos especificos para estas patologias,
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independientemente de su capacidad patogénica, presenta una gran utilidad clinica incluso
cuando su descripcion se da en subgrupos de pacientes reducidos. El descubrimiento de
estos autoanticuerpos proporciona biomarcadores que pueden ser Utiles para el diagndstico,
el prondstico y el manejo terapéutico de estos paciéntes el caso de los SNPs, dado

que los sintomas neuroldgicos generalmente preceden a la deteccion déf, tamor
hallazgo de anticuerpos onconeuronales circulantes puede ser clave para orientar lo que a
menudo es un diagnéstico difféil En algunos casos, su deteccion es clave en el
descubrimiento de un cancer subyacente, permitiendo el inicio un tratamiento oncolégico

temprano que a su vez podria contribuir al manejo de los°SKfPs

1.1.4.2.2 MECANISMOS ANTICUERPO-INDEPENDIENTES

Ademas de actuar como células precursoras de la produccion de anticuerpos, las células B
llevan a cabo funciones efectoras por mecanismos anticuerpo-independientes. Estas
participan de la activacién y coestimulacién de las células T, como CPA, mediante la
expresion de moléculas MHC de tipo Il, y actian como productoras de citoquinas;
principalmente IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23, IL-16, TNEk-Yy las quimiocinas

MIPlo y MIP1p. Estos mediadores inflamatorios modulan la migracie células
dendriticas, activan macréfagos, regulan las funciones efectoras de las células T y ejercen

de bucle positivo para la activacién de méas célufis B

Subpoblaciones muy reducidas de células B, las denominadas células B reguladoras
(Breg), participan en la terminacion de la respuesta inflamatoria mediante la produccion de
TGF, IL-10 e IL-35. A diferencia de las células Tregs células Breg no estan definidas
fenotipicamente, y se considera que diferentes poblaciones de células B pueden llegar a
convertirse en Breg; es por ello que las Breg se definen exclusivamente por su competencia
para producir IL-1&". Se han observado frecuencias de Breg alteradas en multiples
enfermedades autoinmurit€® y su deplecién contribuye a exacerbar la clinica de
algunos modelos experimentales como el de la esclerosis multiple, la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) Mientras que se ha reportado que el tratamiento con
IglV aumenta la frecuencia y la capacidad supresora de las célulds™§reg efecto

sobre las Breg apenas ha sido estudiado. Muy recientemente, se ha descrito la asociacion
entre el aumento de las células de Bregs y la remision clinica en un Unico caso de pénfigo

tras el tratamiento con IglV. Resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio
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indican que el tratamiento con IglV aumenta la frecuencia de Breg en neuropatias

inflamatorias, concretamente en la CIDP y en la neuropatia motora multifocal (RMM)

1.1.4.3 INMUNOCOMPETENCIA DE LAS CELULAS DE SCHWANN

En el SNP, las células de Schwann son las células gliales encargadas del proceso de
mielinizacion. Sin embargo, también se encargan de dar soporte tréfico e intervienen en la
regeneracion del ax3f® Adicionalmente, las células de Schwann participan de la
respuesta inmune del SNP. A través de mdiltiples mecanismos, éstas intervienen en el
reconocimiento y la presentacion de antigenos; en la fase propiamente efectora de la

respuesta inmune; vy, finalmente, en la terminacién de la inflanfacion

1.1.4.3.1 RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS

Dada su capacidad de reconocimiento de antigenos, en el nervio periférico, las células de
Schwann hacen de nexo de unién entre las dos ramas del sistema inmune; la inmunidad
innata y la adquirida. Ante la invasion de un patogeno, estos dos sistemas se activan de
forma secuencial. En primer lugar, se activa la respuesta innata, una respuesta rapida
(activa en cuestién de horas) que tiene como objetivo reconocer de forma no-especifica
patrones conservados comunes a un gran numero de microorganismos. Esta respuesta se da
siempre con la misma intensidad independientemente del nimero de veces que el mismo
antigeno es encontrado y consiste principalmente en la activacion del complemento, de
células con capacidad fagocitica (neutrofilos, monocitos y macréfagos) y de células
Natural Killer. Tras la activacion de la respuesta innata, se pone en marcha una respuesta
mucho mas especifica y retardada (activa en cuestion de dias) cuyo objetivo es la deteccion
especifica de cada antigeno. Esta respuesta es la denominada inmunidad adquirida, cuyas
células efectoras principales son los linfocitos T% B

En lugar de basarse en la deteccion de cada antigeno concreto, la estrategia de la
inmunidad innata se basa en la deteccion de patrones conservados en gran namero de
microorganismos. Estos patrones se corresponden a moléculas relevantes para la
supervivencia o la patogeneicidad de estos microorganismos denominadas patrones
moleculares asociados a patdogenos (PAMPs), y son reconocidas por receptores
reconocedores de patrones (PRRs) expresados en las células de la inmunid¥d innata

Entre estos receptores, los mas destacados son los receptores tipo Toll (TLRS), receptores
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frecuentemente encontrados en las CPA que se han visto asociados al desarrollo de
multiples enfermedades. Hasta la fecha, se han descrito 10 tipos diferentes de TLR
humanos capaces de detectar una gran variedad de PAMPs diferentes. Estos receptores
pueden estar expresados tanto en la superficie celular como en la superficie de fago-
lisosomas (Figura 6). Por ejemplo, el receptor de superficie TLR4 puede detectar
invasiones por bacterias gram-negativas con lipopolisacarido (LPS) en su membrana
celular. Mientras que los receptores intracelulares TLR7 y TLR9 detectan &acido

ribonucleico (ARN) monocatenario y acido desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena
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Figura 6. Tipos de receptores tipo Toll humanos. Imagen extraida de Joosten ef4l. 2016

Las células de Schwann expresan de forma constitutiva TLR2 en su superficie celular, y en
condiciones inflamatorias son capaces de expresar otros receptores como TLR3, TLR4,
TLR6 y TLR7, hecho que las convierte en células capacitadas para el reconocimiento de
antigeno®®> El reconocimiento de LPS por parte de TLR4 activa la produccién de
qguimiocinas, factores de crecimiento e inhibidores de proteasas implicadas en la activacion
del sistema inmur& El reconocimiento de RNA viral de doble cadena mediante TLR3,
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activa la via de sefializacion inflamatoria mediada por el factor de transcripciéB®NF-

Este factor de transcripcion se encuentra sobreexpresado en células T, macréfagos, células
de Schwann y células endoteliales en EAN, resaltando su posible papel en la fisiopatologia
de las neuropatias inflamatofasDe ahi que las células de Schwann se consideren nexo

de union entre la inmunidad innata y la adquirida.

1.1.4.3.2 REGULACION DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Las células de Schwann también participan de la respuesta innata mediante la regulacion
de proteinas del complemento. El sistema del complemento es un conjunto de mas de 20
proteinas circulantes que actian de forma multifuncional. Estas inducen la formacién del
complejo de ataque de membrana (MAC), opsonizan microorganismos para su digestion
por fagocitos y actian como quimioatrayentes. La activacion del sistema de complemento
se puede dar mediante la union de la proteina C1lq al complejo antigeno-anticuerpo (via
clasica o anticuerpo-dependiente), mediante la union directa de componentes del
complemento a patdgenos (via alternativa o anticuerpo-independiente) o mediante la unién
de lectinas a los residuos de manosa de los microorganismos (via de las $&cBhas)
sistema del complemento amplifica la respuesta inflamatoria, participa en el reclutamiento
de macréfagos en el endoneuro y en la degradacion directa de la thi@inés células

de Schwann del modelo de EAN, se encuentran depositos de MAC; compuesto por las
proteinas C5b, C6, C7, C8 y C9 o C5b-9; en estadios previos a la lesion del nervio,
sugiriendo un papel relevante del complemento en el proceso de desmielifizalion
blogueo de C5 en este modelo previene la formacion de MAC, y evita el dafio neuronal y
la muerte de células de Schwd@hrTambién se encuentran depésitos de MAC en las

células de Schwann de biopsias de pacientes co’SGB

Las células de Schwann expresan los factores del complemento Clr, Cls y C3. La
expresion de C3 esta regulada positivamente por la propia célula de Schwann mediante la
expresion de IL-1 inducida por TNFe IFN9°*% El efecto de TNFt sobre C3 en células

de Schwann en pacientes con SGB, se ha demostrado con un aumento de depdsitos de
MAC y una reduccién en la mielina en el nervio periférico de estos pacfehtescélulas

de Schwann también ejercen funciones reguladoras sobre el complemento para atenuar su
capacidad proinflamatoria y desmielinizante mediante la expresion de proteinas

moduladoras. Ejemplos de estas moléculas son la protectina (CD59); que inhibe la
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formacién del MAC y se encuentra elevada en las células de Schwannn d& &4N

receptor de complemento 1 (CR1, CD35); que impide la activacion de las vias clasica y
alternativd®. Otros ejemplos son la proteina de cofactor de membrana (MCP, CD46) y el
factor acelerador del decaimiento (DAF, CD55), que inhiben las convertasas C3 y C5,

amortiguando la activacién del compleméfifd

1.1.4.3.3 PRESENTACION DE ANTIGENOS

Ademas de su papel en la inmunidad innata con el reconocimiento de antigenos y la
modulacién del sistema del complemento, en el nervio periférico, las células de Schwann
pueden actuar como CPA. Constitutivamente, estas células expresan niveles bajos de
moléculas de MHC de tipo | y carecen de expresion de moléculas de tipo Il. Sin embargo,
ante la presencia de linfocitos T activados, fFN- TNF-u, la expresion de ambas
moléculas se ve potenciddd’ En biopsias de nervio de pacientes con SGB y CIDP, las
células de Schwann expresan MHC de claSé&'fl* Estas células son capaces de procesar

y presentar antigenos enddgenos y exog@mogvo ein vitro asi como de expresar
moléculas coestimuladoras esenciales para la presentacion de antigeno, sugiriendo un
posible papel como CPA en las neuropatias inflamat8fiaslgunos ejemplos de estas
moléculas son BB-1, presente en células de Schwann de biopsias de nervio de pacientes
con CIDP, y B7-1, presente en células de Schwann de biopsias de nervio de pacientes con
SGB y CIDPY'% Adicionalmente, la deficiencia del receptor de T&NEn células de
Schwann en el modelo de EAN, se traduce en una mejora clinica y en la reduccion de la
capacidad de presentacion de antigenos como consecuencia de una disminucion de B7-1y
MHC I, y en menor medida a CD40 y B2 Estos datos resaltan la relevancia de la
capacidad de presentar antigeno las células de Schwann en el contexto de las neuropatias

inflamatorias.

1.1.4.3.4 FUNCIONES EFECTORAS

El papel inmunoefector de las células de Schwann se basa en la produccidon de una
compleja red de citoquinas (IL-1, IL-6, IL-12, TN#j; de las cuales se han descrito niveles
elevados en el modelo de EAN y en SBB® Al igual que las células T y los macréfagos,

las células de Schwann liberan TMFEomo consecuencia de la activacion de TLR4 en
respuesta a LFS El TNF-u activa una cascada auto/paracrina sobre los reesptie

TNF-0 en las células de Schwann que induce la expresgdmaléculas de adhesion
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implicadas en el reclutamiento de células inmunes en el lugar de inflaMackEsta
cascada induce la produccion de IL-1, cuya produccién también estd estimulada por el
IFN-y producido por las células T. La secrecion de ILrdvpca la activacion del receptor

de IL-1 (IL-1R), que a su vez estimula la produccion de TiNGenerando un bucle de
retroalimentacion positivo que amplia la respuesta inflam&tdriediante la produccion

de IL-6, las células de Schwann promueven la liberacion del factor inhibidor de la
leucemia (LIF) y la expresion de la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1),
promoviendo la atraccién de los macréfagos al nervio periférico inflafffatitiveles de

MCP-1 y de otras quemocinas como CXCL10 se encuentran elevados en el suero de los
pacientes con SGB'® Las prostaglandinas E2, los tromboxanos A2 y los leucotrieno C4

son otros de los mediadores proinflamatorios que producen las células de $¥hhann

1.1.4.3.5 TERMINACION DE LA INFLAMACION

Las células de Schwann participan del proceso de regulacién de la respuesta inflamatoria
mediante diferentes mecanismos. Uno de los principales es la induccién de la apoptosis de
las células T mediada por la union Fas-FasL. Las células de Schwann no expresan Fas
(CD95) o su ligando FasL constitutivamente. Sin embargo, las citocinas proinflamatorias
Thl pueden sobreexpresar ambas moléculas en la superficie de estas''céfulba
interaccion entre Fas expresado en células T y FasL en células de Schwann promueve la
apoptosis de los linfocitos T. En muestras de EAN y de pacientes cont'€iBRe
observan niveles elevados de FasL en células de Schwann. De la misma forma, la
expresion de Fas en las células de Schwann podria hacerlas susceptibles al ataque de
células T. La apoptosis de las células de Schwann es un fendmeno observable en EAN que

puede contribuir a la desmielinizacién en el $RP

Otro de los mecanismos reguladores de las células de Schwann consiste en la produccion
de ON, un mediador con propiedades neurotéxicas e inmunosupresoras sobre las células T,
que se produce mediante la 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS), una enzima inducida
por citoquinas proinflamatorias (IFNy TNF-u)'*%. La liberacion de ON, aumenta la
expresion del factor inducible por hipoxia 1(HIF-1) en las células de Schwann,
estimulando la sintesis de eritropoyetina (Epo), un inhibidor de la proliferaciéon de las
células T y de la quimiotaxis de macréfagasEl bloqueo de los receptores de Epo en el

modelo de EAN se traduce en un empeoramiento clinico, mientras que el tratamiento con
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Epo mejora el estado del nervio y reduce el nimero de macréfagos y de células CD4
positivas productoras de IFN-sugiriendo un papel fundamental de esta via en la
regulacién de la inflamacién en neuropatias inmunomediddas

Igual que las células Treg y Breg anteriormente mencionadas, las células de Schwann
tienen la capacidad de producir las citoquinas inmunoreguladoras 1L-10 B*GE
Adicionalmente, estas células son capaces de amortiguar su propia respuesta mediante la
expresion del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra) y la disminucién de la expresion de
moléculas MHC de tipo Il mediada por la activacion del receptor dé’fLH inhibidor

del factor de transcripcion proinflamatorio MB- también se encuentra expresado de
forma abundante en las células de Schidnn

En conclusion, ademas de mielinizar y dar soporte al axon, las células de Schwann llevan a
cabo un papel activo en la respuesta inmune en el SNP a través de multiples mecanismos.
Adicionalmente, estudios recientes demuestran una disminucion de la capacidad

proregenerativa del axon de las células de Schwann en pacientes con CIDP, remarcando la
relevancia de esta poblacion celular en el desarrollo de patologias inmunomediadas en el

nervio periférico®.

1.2 NEUROPATIAS AUTOINMUNES

1.2.1 INTRODUCCION

Las neuropatias autoinmunes, también conocidas como neuropatias inflamatorias, son un
grupo heterogéneo de trastornos raros y adquiridos caracterizados por la desmielinizacion
y degeneracion axonal de nervios periféricos y raices nerviosas. Aunque los mecanismos
subyacentes a la fisiopatologia de estas enfermedades siguen siendo parcialmente
conocidos, se asume un componente autoinmune dada la respuesta clinica de estos

pacientes a terapias inmunomoduladoras e inmunosuprééoras

Clasicamente, las neuropatias autoinmunes abarcan una forma aguda, el SGB, en todas sus
variantes, y varias formas cronicas, como la CIDP, la NMM y la polineuropatia asociada a
gammapatia monoclonal de significado incierto IgM (MGUSPRunque su etiologia es
radicalmente diferente y generalmente se asocia a la presencia de un proceso canceroso,

dentro de las neuropatias autoinmunes también se pueden incluir las neuropatias
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paraneoplasicas Estas son, junto con la CIDP, las entidades clinicas en las que se centra
esta tesis.

1.2.2. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS NEUROPATIAS AUTOINMUNES

1.2.2.1 POLIRADICULONEUROPATIA DESMIELINIZANTE INFLAMATORIA
CRONICA (CIDP)

La CIDP es un sindrome inflamatorio crénico que engloba mudultiples variantes clinicas
cuya naturaleza suele ser lentamente progresiva o recurrente-reffiténteque la CIDP

es la neuropatia autoinmune crénica mas frecuente, ésta sigue siendo una enfermedad rara

cuya prevalencia oscila entre 1 y 9 casos por cada 100.000 habitdftes

Clinicamente, las variantes de CIDP incluyen en una forma tipica o clasica que engloba
hasta el 75% de los pacientes y varias formas atipiq@@bla 2). La forma clasica de

CIDP se define como un trastorno sensitivo/motor simétrico de instauracion subaguda o
crénica que cursa con debilidad proximal y distal y arreflé&i&n algunos de estos
pacientes se puede observar afectacibn de pares craneales o afectacion del SNC
concomitante, aunque estos sintomas se dan de forma infre€uéhte

Variantes de CIDP
CIDP tipica
CIDP atipica
CIDP motora pura
CIDP ataxica pura
CIDP sensitiva pura
Variante distal: distal adquirida desmielinizante simétrica (DADS)
Variante asimétrica: multifocal adquirida desmielinizante sensitiva y motora
(MADSAM) o sindrome de Lewis—Sumner
CIDP CNTN1 positiva
CIDP NF155 positiva

Tabla 2.Variantes de CIDP. Tabla modificada de Lewis %317

Los casos atipicos de CIDP incluyen formas motoras y ataxicas puras, formas

predominantemente sensitivas 0 sensitivas puras, formas asimétricas o focales con
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bloqueos en la conduccion persistentes (Sindrome de Lewis-Sumner) y casos con signos y
sintomas predominantemente distales (variante DADOSAI igual que en la variante
clasica de la CIDP, algunos pacientes con formas atipicas también pueden presentar

afectacion del SNE8

En los dltimos afios, se han incluido dos nuevos fenotipos dentro de las formas atipicas de
CIDP; las variantes con anticuerpos contras las moléculas de adhesion celular paranodales
CNTN1 y NF155, también conocidas como nodopatias o nodo-paranodopatias. Estas
variantes, que se corresponden a grupos muy reducidos de pacientes, son las primeras
formas reportadas que demuestran la presencia de autoanticuerpos asociados a
caracteristicas clinicas muy concretas en la CIDP. Los pacientes con anticuerpos anti-
CNTN1, generalmente de edad avanzada, presentan un debut agudo y agresivo y un
predominio motor®. Los pacientes con anticuerpos anti-NF155 debutan a una edad
temprana, tienen un predominio distal y generalmente més sensitivo y presentan temblores
y ataxia con implicacién cerebeld®h También se han descrito anticuerpos contra
CASPRL1 en dos pacientes con neuropatias inflamatorias, uno con SGB y otro con CIDP,
ambos pacientes con dolor neuropatico y sin anticuerpos contra CNTN1 o' RFil68
pacientes con CIDP vy anticuerpos anti-CNTN1, anti-CASPR1 y anti-NF155 se
caracterizan por presentar autoanticuerpos de la subclase IgG4, los cuales se distinguen por
su incapacidad de fijar complemento y de unirse a receptores de inmunoglobulinas.
Adicionalmente, estos pacientes presentan una respuesta pobre al tratamiento con IglV.
Por contra, éstos presentan una excelente respuesta a terapias de deplecién de linfocitos B,
como es el caso del anticuerpo monoclonal anti-CD20 o rituxfrhath

Mas recientemente, se ha descrito la presencia de anticuerpos contra las formas nodales de
la neurofascina, los denominados anticuerpos anti-NF140/NF186, en 5 pacientes con
CIDP*2 Estos anticuerpos, predominantemente de la subclase 1gG4 (4/5) no fijan
complemento. Sin embargo, a diferencia de los pacientes con anticuerpos anti-CNTNL1,
anti-CASPR1 y anti-NF155, la mayoria (3/5) de los pacientes con anticuerpos anti-
NF140/NF186, responden a IglV y esteroides, no presentan temblor o dolor neuropético y
presentan trastornos autoinmunes concomitantes (4/5). A grandes rasgos, estos pacientes
presentan un debut subagudo (4/5) y severo que se asocia a ataxia sensitiva (4/5), bloqueos

en la conduccion (3/5) y afectacion craneal (2/5). En dos de esos pacientes, la
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negativizacion de los autoanticuerpos anti-NF140/NF186 correlaciond con la remisiéon
clinica, sugiriendo un papel relevante de éstos en el desarrollo de la neuropatia.

La mayoria de los pacientes con CIDP debutan con un curso cronico progresivo o
recurrente-remitente de mas de 8 semanas, aunque existe hasta un 16% de pacientes que lo
hacen con un curso agudo semejante al del*&GEn estos pacientes, que suelen debutar

con sintomas sensitivos prominentes, el diagnostico de CIDP se debe sospechar si la
clinica perdura mas de dos meses 0 si se observan fluctuaciones tras tres o mas
tratamiento§”. Ademas de esta variabilidad en la progresion de la enfermedad, algunas
CIDP presentan rasgos clinicos (afectacion craneal) o paraclinicos (gammapatia

monoclonal IgG o IgA) distintivos que amplian el espectro de esta enfertfffedad

Dada la heterogeneidad de sus variantes, la CIDP es un trastorno de diagnéstico complejo
basado en una combinacibn de parametros clinicos, electrofisiolégicos y de
laboratorid®***> Segun los criterios diagndsticos de la European Federation of
Neurological Societies/Peripheral Nerve Soc(@&yNS/PNS), el electromiograma (EMG)

es un elemento diagnéstico fundamental que permite estratificar los casos de CIDP en tres
grados de certeza diagndstica: definitiva, probable o pb¥iblEn el EMG de los
pacientes con CIDP es tipico observar enlentecimiento de la velocidad de conduccién
motora, dispersion temporal de los potenciaes evocados motores o0 bloqueos de la
conduccion motora. Otras pruebas que pueden contribuir a dicho diagndstico son la
presencia de disociacion albumino-citolégica en el LCR, el agrandamiento de las raices
nerviosas observado por resonancia electromagnética y la evidencia objetiva de respuesta a
los tratamientos anti-inflamatorios, inmunomoduladores o inmunosuprééogdien la

biopsia de nervio, sural generalmente, puede llegar a aportar informacion diagnostica, la
presencia o la ausencia de anomalias en ésta no es suficiente para confirmar o excluir el
diagnéstico de CIDB®

Mas recientemente, la determinacion de marcadores serolégicos como los autoanticuerpos
anti-CNTN1 y anti-NF155 mediante técnicas de inmunodeteccion, amplia la bateria de
pruebas diagndsticas que junto con la evaluacion clinica y electrofisioldgica permiten la
confirmaciéon de un diagnéstico de CIDP. La deteccidbn de estos anticuerpos, que

generalmente se solicita en pacientes que no responden a los tratamientos habituales o que
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presentan una clinica concreta, tiene una gran relevancia clinica tanto para el diagnéstico
como para el seguimiento, la prognosis y el manejo de la CIDP de estos pHci@ntes
pesar de su pobre respuesta a IglV, los pacientes anti-CNTN1 y anti-NF155 positivos
presentan una buena respuesta a terapias depletivas de c&Utd%'8 El uso de estas
terapias puede llegar a prevenir lesiones nerviosas irreversibles y en consecuencia mejorar
la prognosis de estos pacientes.

La amplia variedad de criterios diagnosticos para CIDP, junto con la posibilidad de
estratificar los casos en definitivos, probables o posibles en funcion del perfil clinico y
electrofisiolégico de cada paciente, hace que el diagnéstico de CIDP sea complejo,
frecuentemente ineficd? y que resulte en una entidad altamente heterogéri&aComo
consecuencia de ello, dentro del sindrome CIDP, se incluyen una gran variedad de

fenotipos con caracteristicas clinicas muy divérsa%

El tratamiento de las neuropatias inmunomediadas del SNP persigue reducir la inflamacion
y la desmielinizacion; prevenir lesiones axonales primarias y secundarias y mejorar
principalmente la fuerza y la capacidad funcional de estos pacfefiteSegtn la guia
terapéutica de la EFNS/PNS, el manejo de la CIDP se basa principalmente en el uso clinico
de tres tratamientos de primera linea: los corticoesteroides orales o en pulsos endovenosos,
las IglV y la plasmaféresis o recambio plasmatico. El tratamiento de la CIDP esta indicado
en aquellos pacientes con una afectacion moderada o0 severa, cuyos sintomas generan un
impacto en la vida diaria y éste debe adaptarse al perfil de cada paciente, siendo las
posibles contraindicaciones que éste presente las que determinen la terapia ‘dé inicio
Generalmente, las opciones terapéuticas mas usadas son en primer lugar las IglV y en
segundo término los corticoesteroittds!*? La plasmaféresis es una estrategia altamente
efectiva en una gran variedad de pacientes, reforzando el posible rol patogénico de los
autoanticuerpos en esta enfermedad; sin embargo su uso como terapia de mantenimiento se
ve limitado por su menor tolerancia y por la mayor frecuencia de reacciones adversas
asociadas***® Independientemente del tratamiento de eleccién inicial, la monitorizacién

de estos pacientes es clave en el manejo de la CIDP, tanto para evitar un deterioro por falta
de respuesta como una posible sobremedicacion. En el caso de los corticoesteroides, tras
12 semanas de tratamiento con una respuesta favorable se recomienda reducir la dosis
paulatinamente durante 1 o 2 afios hasta niveles de mantenimiento, momento en el que se

podra valorar la retirada de los mismos. En el caso de las IglV, hasta un 15%-30% de los
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pacientes de CIDP necesitan una Unica infusion para minimizar sus sintomas. En aquellos
casos en los que es necesario mas de un curso de IglV, la dosis y la frecuencia de
administracién deberan adaptarse a las necesidades de cadaFaciente

Otros tratamientos inmunosupresores como la ciclosporina, la ciclofosfamida, el
metotrexato, la azatioprina y el micofenolato de mofetilo se consideran opciones de
segunda linea para el tratamiento de la CIDP, a pesar de la escasa evidencia que en algunos
casos los avatd’. Su uso se restringe a aquellos pacientes refractarios a las opciones
terapéuticas de eleccion o bien como tratamiento afiadido a éstas, en aquellos pacientes
tratados a dosis altas como medida para reducir los posibles efectos adversos derivados de
dichas dosis”.

En pacientes con anticuerpos anti-CNTN1 y anti-NF155 de la subclase IgG4, el uso de
terapias depletivas de células B como el rituximab, ha demostrado ser efectivo para el
tratamiento de aquellos casos que no presentan respuesta a los tratamientos d&’eleccion
La respuesta de estos pacientes al rituximab suele ser de larga duracidon y se correlaciona
con una disminucion de los titulos de autoanticuerpos, los cuales pueden llegar a
negativizarse en algunos caSdsEsta respuesta es similar a la observada en pacientes sin
CIDP con otras patologias mediadas por autoanticuerpos patogénicos de la subclase
IgG4145,14e§

1.2.2.2 NEUROPATIAS PARANEOPLASICAS

Las neuropatias paraneoplasicas son neuropatias inmunomediadas raras que se incluyen
dentro de los SNPs, un conjunto heterogéneo de trastornos neurolégicos de origen
autoinmune asociados a la presencia de un tumor. En la actualidad, aunque se desconoce la
fisiopatogenia de estas enfermedades de forma precisa, se considera que los SNPs aparecen
al generarse una pérdida de la tolerancia inmunoldgica en un tejido neoplasico en el que, la
expresion ectopica de antigenos neurales por parte de un tumor, conduce a la produccion
de los llamados anticuerpos paraneoplasicos u onconeurBnddes esta forma, se
excluyen como SNPs aquellas manifestaciones neuroldgicas que pudieran ser explicadas
por la invasiéon directa del tumor primario 0 sus metastasis sobre el sistema nervioso.
Tampoco se consideran SNPs las manifestaciones neurologicas causadas por posibles
complicaciones derivadas del cancer; cerebrovasculares, infecciosas o toxiconutricionales;

o por cualquier tipo de terapia antitumoral, incluida la cirdgia
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Los SNPs son afectaciones muy poco frecuentes en la practica clinica diaria cuya
prevalencia varia en funcién del tipo de sindrome y de tumor. Se estima que menos del 1%
de los pacientes con cancer desarrollan un SNPs, siendo éstos mas comunes en el cancer de
pulmén microcitico o de células pequefias (CPCP), el timoma, el cancer de ovario y de

mama, el linfoma de Hodgkin y los mielomi&s

Los SNPs comprenden multiples entidades clinicas que pueden afectar a todo sistema
nervioso, tanto al SNC como al SNP e incluso al musculo o la unién neuromiiscular
Aunque la gran mayoria de los SNPs tengan su origen en el SNC, segun la base de datos de
la Euronetworken SNPs, un tercio de los pacientes con SNPs tienen el SNP como el lugar
de afectacién primarid. Entre los SNPs periféricos, la neuronopatia sensitiva subaguda
(SSN) es el sindrome més frecuéhtddemas de clasificarse segln su lugar de afectacion,

los SNPs pueden dividirse en sindromes clasicos y no ci¥si@entro de las formas
clasicas se encuentran aquellos sindromes neurolégicos que se asocian muy
frecuentemente con un cancer, como por ejemplo la encefalitis limbica, en el SNC, o la
SSN, en el SNP. Si bien la confirmacion como SNPs de cualquiera de estos trastornos
requiere la valoracion y la exclusiobn de otros posibles diagnésticos diferenciales, su
deteccién debe relacionarse rapidamente con la sospecha de un tumor oculto. Los
sindromes no clasicos, a diferencia de los anteriores, son trastornos neuroldgicos que
pueden darse a raiz de un proceso tumoral, aunque caracteristicamente éstos se dan de
forma totalmente independiente. Un ejemplo de sindrome no clasico seria el SGB en el
SNP?® (Tabla 3).

Independientemente del tipo de sindrome, clasico o no clasico, el diagnostico de los SNPs
es un proceso complejo donde existe el riesgo de considerar como neoplasico cualquier
sindrome neuroldgico que se presente de forma concomitante a un cancer; sin que exista
ninguna relacién en la patogenia de ambas enferméfatasdeteccion de anticuerpos
onconeuronales en el suero y el LCR de estos pacientes, puede ser clave para orientar lo
que a menudo es un diagnédstico diffcilAdicionalmente, dado que los sintomas
neurolégicos generalmente preceden a la deteccion del’fliemios SNPs, el hallazgo de
anticuerpos onconeuronales en pacientes es en algunos casos clave en el descubrimiento de
un cancer subyacente, permitiendo la iniciacion de un tratamiento oncoldgico temprano

que a su vez podria contribuir al manejo de los $NBsEl diagnéstico de estos

43



INTRODUCCION

sindromes suele comportar el descubrimiento de un tumor de tamafio reducido con

posibilidades de éxito terapéutiéd™°

Sindromes clasicos Sindromes no-clasicos
SNC Encefalomielitis Encefalitis de tronco
Encefalitis limbica Neuritis éptica
Degeneracion cerebelosa Retinopatia asociada a cancer
Opsoclonus-Mioclonus Retinopatia asociada a melanoma

Sindrome de la persona rigida
Mielopatia Necrotizante
Enfermedad de motoneurona

Neuropatia sensitivomotora aguda:

SNP Neuronopatia sensitiva subaguda
SGB y neuritis braquial
Pseudoobstruccion Neuropatia sensitivomotora
gastrointestinal cronica subaguda/cronica
Neuropatia y paraproteinemia
Neuropatia y vasculitis
Pandisautonomia aguda
Union
Neuromuscular Sindrome de Eaton-Lambert Miastenia gravis
y musculo
Dermatomiositis Neuromiotonia adquirida

Miopatia necrotizante aguda

Tabla 3. Tipos de Sindromes Neurolégicos Paraneoplasicos. Tabla modificada de Graus éf.al. 2004

Hasta la fecha, a pesar de los esfuerzos que caracterizan parcialmente otras entidades
antigénicas, se han descrito diez anticuerpos onconeuronales bien caracterizados contra
antigenos intracelulares que incluyen: los anticuerpos anti-Hu, anti-Yo, anti-Ri, anti-
CV2/CRMP5, anti-Ta/Ma2, anti-anfifisina y mas recientemente los anticuerpos anti-Tr,
anti-SOX1, anti-recoverina y anti-GAP"! Entre éstos, los anticuerpos anti Hu y anti Yo

son los mas frecuentemente detectados en los pacientes cot. 3N&scepcién de los
anticuerpos anti-Hu y anti-CV2/CRMP5, que se asocian con la SSN, la mayoria de estos
anticuerpos onconeuronales se asocian con trastornos del SNC. Ademas de los anticuerpos

onconeuronales contra antigenos intracelulares, en los SNPs se han descrito anticuerpos
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contra antigenos sinapticos y de membrana. Si bien estos anticuerpos no se incluyen dentro
de los denominados anticuerpos onconeuronales bien caracterizados, estos anticuerpos se
asocian a multiples sindromes neurol4gitoS? Entre ellos cabe destacar los anticuerpos
contra canales de calcio (anti-VGCC) y los anticuerpos anti-CASPR2, ambos asociados a

afectaciones del SNP.

A pesar de la gran relevancia clinica de los anticuerpos paraneoplasicos, el 50% de los
SNPs pueden cursar sin la deteccidon de éstos, e inversamente, anticuerpos paraneoplasicos
circulantes, a titulos bajos generalmente, pueden detectarse en ausencia de un sindrome
neurolégicd®®. Por ejemplo, los anticuerpos anti-Hu y anti-CV2/CRMP5 se detectan en un

20 y un 10%, respectivamente, de los pacientes con CPCP sin afectacién nedtdlégica
Los anticuerpos anti-Ri o anti-Yo también se detectan en mas del 4% de los pacientes con
cancer de ovario sin asociarse a un sindrome neuroldgi€@omo consecuencia, la
presencia de anticuerpos onconeuronales no es la Unica condicién para definir un sindrome
neurolégico como paraneoplasico. Los criterios diagnosticos recomendados para los SNPs
sugieren basar el diagndstico en tres aspectos fundamentales: la presencia o ausencia de
cancer, la definicién del sindrome neurolégico como clasico o no clasico y la deteccion (o
falta de deteccion) de anticuerpos onconeuronales. En base a estos tres aspectos, el
diagnéstico de SNPs se efectia con dos grados de evidencia: se puede hablar de SNPs
definidos o SNPs posib®s Dentro de los casos de SNPs definidos se incluyen los
siguientes supuestos: (1) sindrome clasico con tumor desarrollado dentro de los 5 afios
posteriores al diagnostico del sindrome neurolégico, independientemente de si hay o no
anticuerpos; (2) sindrome clasico o no clasico sin tumor con anticuerpos onconeuronales
bien caracterizados; (3) sindrome no clasico con tumor desarrollado dentro de los 5 afios
posteriores al diagnostico del sindrome neurolégico con anticuerpos onconeuronales,
independientemente de si estan o no bien caracterizados; (4) sindrome no clasico con
tumor que se resuelve o mejora tras el tratamiento oncoldgico, sin inmunoterapia
concomitante. Como casos de SNPs posibles se incluyen: (1) sindrome clasico sin tumor ni
anticuerpos onconeuronales de ninguna clase pero con alto riesgo de presentar un tumor;
(2) sindrome clasico o no clasico sin tumor con anticuerpos onconeuronales parcialmente
caracterizados; (3) sindrome no clasico con tumor desarrollado en los dos afios posteriores
al diagnéstico del sindrome neurolégico sin anticuerpos onconeuronales de ning§fa clase
(Figura 7).
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En los SNPs, los sintomas neurolégicos generalmente preceden a la deteccién del tumor,
aungue en algunas ocasiones éstos aparecen cuando el tumor ya es conocido,
frecuentemente en el contexto de una recfdi’i La aparicién de los sintomas suele ser
subaguda con una progresion que puede estabilizarse en cuestion de semanas 0 meses,

causando una incapacidad grave que puede llegar a terminar con la vida del’patiente

‘ Neurological syndrome I

e o—
— —

___4-;-""';#;#—.__ ‘H__EH%H_-‘“‘""‘_'-
[Classical I Non-classical
Tumour Tumour Tumour Tumour |
present absent absent present

Onconeural ab. Onconeural ab. Onconeural ab.
absent present absent
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for cancer onconeural ab. onconeural ab.

Y
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4 l l
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Figura 7. Algoritmo diagnéstico de los Sindromes Neurolégicos Paraneoplésicos. Imagen extraida de Grau$®t al. 2004

De entre las multiples neuropatias consideradas como paraneoplasicas, sélo la SSN se
considera un sindrome clasi€oEl resto de neuropatias; sensitivomotoras, motoras puras,
vasculiticas y desmielinizantes; son sindromes no clasicos con una incidencia mucho mas
reducidd®’. La SSN es un trastorno grave de evolucién rapida y progresiva causada por la
afectacion del soma de las neuronas sensitivas de l0$®6R®clinica de estos pacientes

suele ser multifocal o asimétrica y consiste en parestesias y dolor radicular que afectan
tanto a extremidades superiores como inferiores, pudiendo también afectar a cara, pecho y
abdomen. Estos pacientes también suelen sufrir de arreflexia y de ataxia $&HSftita

analisis del LCR puede mostrar una concentracién elevada de proteinas, pleocitosis v,
ocasionalmente, bandas oligoclon&ig<Electrofisiolégicamente, los potenciales de accién

de los nervios sensitivos presentan amplitudes disminuidas o ausentes. Las velocidades de

conduccién motoras pueden modificarse levemente, aunque generalmente son fiérmales
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Méas del 86% de los pacientes con anticuerpos anti-Hu presentan SSN, siendo ésta la
neuropatia mas comin dentro del sindrome ant?®Hsin embargo sélo el 24% de estos
pacientes la presentan de forma exclusiva, el resto la presentan junto con otras alteraciones
del SNP o del SNE®. Aunque se ha reportado en casos de cancer de mama, cancer de
ovario, sarcoma y enfermedad de HoddKi* el 70-80% de los casos de SSN se asocian
con CPCP; la mayoria de ellos con anticuerpos antitlfii Sin embargo, pequefios
subconjuntos de estos pacientes pueden presentar anticuerpos anti-anfifisina o anti-
CV2/CRMP5 (con o sin anticuerpos anti-Hu) o ningln anticuerpo corf8tiden
pacientes con anticuerpos anti-CV2/CRMP5, la SSN se puede presentar como un trastorno
sensitivo o0 sensitivomotor que afecta principalmente a las extremidades inferiores, con un
EMG con patron axonal o axonal y desmielinizante. Estos pacientes también suelen

presentar alteraciones del SNC

El tratamiento general de los SNPs se lleva a cabo mediante dos estrategias estrechamente
relacionadas con el mecanismo fisiopatoldgico hipotetizado en el desarrollo de estas
enfermedades. Estas estrategias abarcan, en primer lugar, el tratamiento del cancer; que
busca paliar la expresion ectépica de antigenos neurales; y en segundo lugar, el uso de
inmunoterapias; utilizadas para el manejo del sindrome neurdi®gico

La deteccién y el subsiguiente tratamiento del tumor es un paso fundamental en el manejo
de estos pacientes, ya que se ha descrito que el tratamiento precoz del cancer (con cirugia,
radioterapia, quimioterapia o terapias bioldgicas antitumorales) es el enfoque con mayor
posibilidad de estabilizacién o mejoria del cuadro neurolégico en los'8\BsAun asi,

no todos los sindromes neurol6gicos mejoran tras el tratamiento oncoldgico; la respuesta
clinica varia en funcién del sindrome y de los anticuerpos onconeuronales asociados a éste.
Un ejemplo seria la degeneracion cerebelosa asociada a anticuerpos anti-Yo, cuya

evolucién empeora a pesar del tratamiento oncol&gico

Aunque existen recomendaciones para el tratamiento de algunos sindromes neuroldgicos
clasicos, no existen protocolos establecidos para el manejo de la mayoria de F88’SNPs
Adicionalmente, debido a la baja incidencia de estas enfermedades, la evidencia de la
eficacia de los tratamientos de estas patologias es muy escasa y se basa en estudios de

casos aislados o series cortas de paci€ntes
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La inmunoterapia no es efectiva para la mayoria de los SNPs. Sin embargo, su uso en estos
trastornos se ve alentado por el origen autoinmune de estas enfermedades y por los
informes de casos aislados que describen respuestas favorables a diversas intervenciones
inmunoterapéuticd¥'"* Los tratamientos inmunomoduladores utilizados en los SNPs
incluyen el recambio plasmatico, la inmunoadsorcion con columnas de proteina A y el uso,
aislado o en combinacion, de corticoesteoides, IglV, ciclofosfamida, azatioprina,
tacrolimus o rituximab’®*" En los SNPs, la respuesta a estos tratamientos es sindrome y
anticuerpo-dependiente, siendo ésta mas destacable en el sindrome de Eaton-Lambert y la
neuromiotoni&”>. Por el contrario, de forma generalizada, la respuesta a estas terapias de
los sindromes del SNC con anticuerpos onconeuronales y en la SSN, en el SNP, suele ser
escasa; exceptuando algunos casos en los que se puede conseguir una estabilizacion clinica

como consecuencia de un tratamiento pré€oz

1.2.3 INMUNOPATOGENIA DE LAS NEUROPATIAS AUTOINMUNES

1.2.3.1 INMUNOPATOGENIA DE LA CIDP

1.2.3.1.1 HISTOPATOLOGIA

Aunque no hay marcadores considerados suficientemente especificos como para
diagnosticar la CIDP en la biopsia del netjitas caracteristicas neuropatolégicas clasicas

de la CIDP se basan en observaciones realizadas, predominantemente, en el nervio sural de
estos pacienté¥1"® Mas recientemente, debido a su mayor accesibilidad, la biopsia de
piel estd emergiendo como una herramienta util en el estudio fibras nerviosas
intradérmicas; no solo en neuropatias inflamatorias sino también en otras enfermedades
como la neuropatia diabétiéalLa inmunopatogenia de la CIDP aun no se ha dilucidado,
aunque las observaciones en nervios humanos y en modelos animales implican alteraciones

tanto en la inmunidad celular como en la huni&tal

Aungque menos acusados que en el SGB, en el nervio periférico y las raices nerviosas de
los pacientes con CIDP es comun observar infiltrados inflamatorios endoneurales y
perivasculares, con o sin edema, predominantemente formados por macréfagos y en menor
medida por células T. Otro de los rasgos caracteristicos de la biopsia de estos pacientes es
la pérdida de densidad axonal, asi como la observacién de ovoides de mielina, indicativos
degeneracion axonal secundaria, y de lesiones en bulbo de cebolla, indicativas de procesos

de desmielinizacién y remielinizacioi. Los depésitos de complemento y de
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inmunoglobulinas también son frecuentemente observados en el nervio periférico de los
pacientes con CID®.

En los ultimos afios, la descripcion de nuevas reactividades antigénicas contra moléculas
de adhesion localizadas en el nodo/paranodo de Ranvier, ha puesto de manifiesto la
relevancia de estas estructuras en la patogenia de 1d®€IBstudios recientes utilizando
microscopia electrdnica en secciones transversales y longitudinales de nervio sural, ponen
de manifiesto las diferencias anatomopatolégicas existentes entre los pacientes con
anticuerpos anti-CNTN1 y anti-NF155 y los pacientes con CIDP seronéfativas
pacientes con anticuerpos anti-CNTN1 y anti-NF155, aunque presentan una ligera
reduccion en la densidad de fibras mielinizadas junto con la presencia de ovoides de
mielina, no presentan bulbos en cebolla, desmielinizacion mediada por macrofagos ni
depositos de complemento. De forma caracteristica, en el paranodo de estos pacientes,
existe una separaciéon entre el axolema y los bucles de mielina de la célula de Schwann
(Figura 8). La disrupcion de la arquitectura paranodal y la pérdida de uniones en septo en

el paranodo de los pacientes con anticuerpos anti-CNTN1 y anti-NF155, refuerzan la

relevancia de estos autoanticuerpos en la inmunopatogenia de la enféffriédad

Figura 8. Microscopia electronica en secciones longitudinales de nervio sural en pacientes con CIDP. CIDP seronegativa
(A); CIDP NF155+ (B); CIDP CNTN1+ (C) Im&genes modificadas de Koike et al1%017

En el Unico paciente de CIDP descrito con anticuerpos anti-CASPR1, la biopsia de nervio
sural evidencia edema subperineural, pérdida axonal y ausencia de lesiones en bulbo de
cebolla asi como un leve aumento de las células T infiltradas. Asimismo, la morfologia del
NdR se encuentra alterada; con una elongacion tanto del propio nodo como de la banda de
canales de sodio del NdR. Como en los pacientes con anticuerpos anti-CNTN1 y anti-
NF155, en el paranodo de este paciente con anticuerpos anti-CASPR1 también se

observaron depésitos de 1%
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1.2.3.1.2 INMUNIDAD CELULAR

La invasién del nervio periférico y la destruccién de mielina por parte de las células T y los
macrofagos respaldan el papel de la inmunidad celular en el desarrollo de la CIDP.
Clasicamente, los macrofagos se consideran las células efectoras finales en el proceso de
destruccién de la vaina de mielina (desmielinizacion mediada por macrdtigsis)
embargo multiples evidencias apuntan a la contribucion de las células T en la
inmunopatogenia de la enfermedad (Figura 9). A destacar, la presencia de infiltrados
inflamatorios en el nervid® la expresién anémala de citoquinas y mediadores de la
inflamacién en suero y LCR de estos paciéfité&® y la observacion de subpoblaciones

de células Treg reducidas o funcionalmente alteradas en Id<TIDP
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Figura 9. Esquema de la inmunopatogenia de la CIDP. Imagen extraida de Dalakas €fal. 2011

Las biopsias de nervio sural de los pacientes con CIDP, ademéas de predominantemente
macréfago¥”, contienen linfocitos T tanto CD4 como CD8 positivos cuyo TCR presenta
restriccion mono o oligoclondfl. Esta restriccién coincide con la observada en sangre
periférica, se reduce tras el tratamiento efectivo con IglV y es mucho mas notable en las
células CD8+°'! Estas observaciones apuntan a una reactividad antigeno-dependiente
de las células T en el desarrollo de la CIDP, aunque hasta la fecha no se ha identificado

ningn antigeno especifico, exégeno o endégeno, responsable de esta féspuesta
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Estudios recientes han reportado diferencias en las subpoblaciones de células T circulantes
observadas en pacientes con variantes tipicas y atipicas de CIDP. Los pacientes con
variantes atipicas presentan respuestas de tipo T mas marcadas contra antigenos de la
mielina que los pacientes con forma clasica, presentando frecuencias mas elevadas de
células T y de células CD4+, particularmente CD4+ de mehbrlana vez mas, estos
hallazgos ponen de manifiesto la elevada heterogeneidad atribuible a la fisiopatologia de la
CIDP. En los pacientes de CIDP, tanto en el LCR como en sangre, también se ha
observado un aumento del fenotipo Th1l7 de las células CD4 positivas, remarcando la

posible relevancia de estas células en el desarrollo de la enfetiiedad

En el suero, el LCR y las células endoteliales de los pacientes con CIDP, se ha reportado
un aumento de moléculas de adhesion solubles, quimiocinas, citocinas y MMP que
contribuyen en el proceso de TEM de las célufd8*¥**°7 La disrupcién de la BHN es

un fenémeno observable en lo troncos y plexos nerviosos de los pacientes cif, CIDP
éste es un proceso critico en el desarrollo de la enfermedad ya que contribuye, entre otros,
a facilitar el acceso al endoneuro de factores solubles como anticuerpos o factores del

complement&®.

1.2.3.1.3 INMUNIDAD HUMORAL

La respuesta de los pacientes a la plasmaféresis y a terapias depletivas de células B, junto
con la presencia de depdsitos de complemento e inmunoglobulinas en el nervio de estos
pacientes, evidencia un componente humoral en la inmunopatogenia de {&°¢fbpa
desmielinizacion y los bloqueos de la conduccion observados en modelos animales tras la
inyeccion intraneural de suero de pacientes con CIDP, contribuyen a confirmar dicho
component®®. Sin embargo, los mecanismos que contribuyen a esta respuesta
inmunoldgica son, hasta la fecha, desconocidos. Aunque en algunos casos se han reportado
infecciones precedentes al debut de la CIDP, en ningun caso se ha identificado ni el agente
etioldgico ni el antigeno desencadenante de la respuesta autoifimédizionalmente,

los mecanismos mediante los cuales los anticuerpos llegan al endoneuro apenas han sido
estudiado®.

En la CIDP, se ha observado que la expresion del recepiBiIBqCD32b), el Gnico

receptor FgR expresado en las células’B se ve reducida en las células B de estos
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pacientes, aumentando tras el tratamiento con®¥§IDicho receptor ejerce una funcién
inhibidora que impide que las células B con baja afinidad o con receptores autoreactivos
entren al centro germinal y se conviertan en células plasni&ticBs esta forma, el
aumento de la expresion deyR¢IB se relaciona con una produccion disminuida de
autoanticuerpd®®. Se han descrito varios polimorfismos para este receptor asociados con
multiples enfermedades autoinmunes. En la CIDP, el polimorfismo 386C/-120A se ha
descrito en varios pacientes, y se ha correlacionado con una disminucién en la expresion de
FeyRIIB%Y En modelos animales de varias enfermedades autoinmunes, la disrupcién de
FcyRIIB por deplecion o bloqueo de anticuerpos, regidos efectos terapéuticos de la

IglV; sugiriendo un papel fundamental de este receptor en los mecanismos de accién de la
|g|V204—207

1.2.3.1.3.1 ANTICUERPOS CONTRA LA MIELINA Y LOS GANGLIOSIDOS

Dada la naturaleza desmielinizante de la CIDP, la busqueda de antigenos en esta patologia
se ha centrado durante muchos afios en las proteinas de la mielina del nervio periférico.
Aunque el papel neuritogénico de algunas de estas proteinas; como PO, P2 o PMP22; esta
descrito en modelos animal&s?'? su rol como potenciales antigenos en la CIDP no esta
confirmadd®. Se han detectado, de forma mayormente inespecifica, anticuerpos contra
estas proteinas en pacientes con CIDP; detectandose también en controles y en pacientes
con otras neuropatias inflamatorias y hereditdrigs? Estudios méas recientes no han
replicado la deteccion de estos autoanticuerpos en pacientes con CIDP, sugiriendo una
relevancia limitada de estos anticuerpos en la inmunopatogenia de la enféfiffédad

A diferencia del SGB, donde los anticuerpos anti-gangliésidos representan la caracteristica
patogénica mas especifica y permiten establecer asociaciones clinico-inmunolégicas; la
deteccién de anticuerpos anti-gangliésidos en la CIDP no ha permitido identificar patrones
de reactividad especificos para esta enfermedad. Se han detectado anticuerpos contra los
gangliosidos GM1, LM1, SGPG y contra sulfatidos, en grupos reducidos de pacientes de
CIDP. Sin embargo, su relevancia clinica es descorfo¢itid Los anticuerpos anti-LM1

se han replicado en un subgrupo de pacientes de CIDP con ataxia y sin afectacion
cranea®. Estos resultados podrian reflejar un posible papel de los glucolipidos de

membrana como antigenos candidatos en la CIDP.
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1.2.3.1.3.2 ANTICUERPOS CONTRA ESTRUCTURAS DEL NOM& RANVIER

Dada su relevancia para la conduccion nerviosa, en los ultimos cinco afios, la busqueda de
nuevos antigenos en las regiones del nodo y paranodo de Ranvier ha ganado
importancid®. El primer estudio que centrd la atencién sobre estas estructuras en las
neuropatias inflamatorias, concretamente el SGB, evidencié anomalias en la morfologia
del NdR en las raices ventrales y dorsales de estos pacientes cuyos NdR se encontraban
elongados e infiltrados por macréfajfosEstudios experimentales en modelos animales
corroboraron la relevancia de los componentes del NdR en la inmunopatogenia de las
neuropatias inflamatorias; en el modelo de EAN se observé que la presencia de anticuerpos
contra NF186 y GMD precedia a una retraccién del paranodo que se acompafiaba de una
deslocalizacién de canales de sodio y de potasio voltaje-depentfentestudios
posteriores confirmaron alteraciones en la arquitectura del nodo en pacientes con CIDP,
observandose una expresion alterada de las proteinas CASPR1 y pafénddinién

se reportd una reactividad del suero de los pacientes contra multiples estructuras del NdR
(CNTN1, GMD, NF186) en preparaciones de nervio de origen nmififilsunque dicho

estudio no permitiera una correlacion entre la clinica y reactividad inmunolégica de estos
pacientes, éste contribuyé en la nocion de que una reactividad heterogénea contra
estructuras del nodo podria contribuir en la fisiopatologia de la CIDP.

Los anticuerpos contras las moléculas de adhesidon paranodales CNTN1 y NF155 fueron
los primeros autoanticuerpos que se reportaron asociados a variantes clinicas muy
concretas en grupos reducido de pacientes de ‘€1B® Estos autoanticuerpos de la
subclase IgG4, no fijan complemento ni se unen a receptores de inmunoglobulinas y su
presencia se asocia a una pobre respuesta a IglV y a una excelente respuesta &Yituximab
Ambos autoanticuerpos han sido descritos en varias series de patiéntes su
capacidad patogénica ha sido demostrada en modelos anfrralesnfirmando el rol
determinante de éstos en la fisiopatologia de la CIDP. Estudios recientes han asociado con
mayor frecuencia del alelo HLA de clase Il DRB1*15 en los pacientes NF155 positivos en
comparacion a los pacientes con CIDP seronegativa y a la poblacion general. Estos
resultados sugieren un factor de riesgo genético en la CIDP y ponen de manifiesto que la
variante con anticuerpos anti-NF155 constituye una entidad clinica diferenciada por sus

rasgos clinicos, electrofisiolégicos, fisiopatoldgicos y genétitos
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Mas recientemente, otros autoanticuerpos dirigidos contra moléculas de adhesion del NdR
se han descrito en grupos reducidos de pacientes. Sin embargo, su correlacion clinico-
inmunologica aun debe ser dilucidada. Se han descrito anticuerpos contra CASPR1 en dos
pacientes con neuropatias inflamatorias, uno con SGB y otro con CIDP, ambos con dolor
neuropatict®’. En el tnico caso de CIDP, los anticuerpos fueron de la subclase 1gG4, no
fijaban complemento, y se asociaron a una pobre respuesta a IglV y una excelente
respuesta a rituximab. A grandes rasgos, los anticuerpos contra las formas nodales de la
neurofascina, anti-NF140/NF186, son predominantemente IgG4 y no fijan
complementt®™. Sin embargo, estos pacientes responden a IglV y corticoesteroides. La
negativizacion de los autoanticuerpos en dos de los pacientes se correlacioné con la

remision clinica, sugiriendo un papel relevante de éstos en el desarrollo de la neuropatia.

1.2.3.2 INMUNOPATOGENIA DE LAS NEUROPATIAS PARANEOPLASICAS

1.2.3.2.1 HISTOPATOLOGIA

En los pacientes con SNPs que afectan al SNP, la biopsia de nervio sural no esta
generalmente indicada, ya que ésta s6lo muestra cambios inespecificos; y dichos trastornos
suelen presentan caracteristicas clinicas o autoanticuerpos que contribuyen a su
diagnésticd. Aun asi, existen estudios histopatoldgicos, mayoritariamente en la SSN, que
sugieren un mecanismo inmunomediado en estas enfermEdadestios destacan la
infiltraciébn de células inflamatorias en los GRD, el endoneuro periférico y los vasos
epineurales, asi como la pérdida de neuronas sensitivas de mayor didmetro en los GRD y el
nervio sural de estos pacierffés’?° Mas recientemente, se ha demostrado la pérdida de
fibras pequefias mielinizadas y no mielinizadas en el nervio sural de los pacientes con SSN

y dolor neuropatico”.

1.2.3.2.2 INMUNIDAD CELULAR

Si bien la deteccion de autoanticuerpos en los SNPs sugiere un papel fundamental de la
inmunidad humoral en su inmunopatogenia, la inmunidad celular también parece tener un
papel relevante en la etiologia de estas enfermed@darticularmente, en aquellos
trastornos con antigenos intracelulares, en los que es dificil atribuir un componente

patogénico a los autoanticuerpbs
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Figura 10. Esquema de la inmunopatogenia de los Sindromes Neurolégicos Paraneoplasicos. Imagen extraida de Darnell
etal. 2008

Multiples hallazgos, sobretodo en SNPs del SNC, sugieren esta participacion de la
inmunidad celular. En primer lugar, los tumores de pacientes con SNPs, aunque idénticos
en su tipo histolégico a los tumores de pacientes sin SNPs, se encuentran generalmente
mas infiltrados de células inflamatorias, incluidas células T, células B y células
plasmética¥. La presencia de infiltrados inflamatorios el sistema nervioso de estos
pacientes también esta ampliamente descrita, y esta particularmente estudiada en el
sindrome anti-Hu, donde infiltrados mayoritariamente formados por células T, se
encuentran en contacto con las neuronas sensitivas de los GRD, en la médula espinal y el
cerebro. Ocasionalmente, también se pueden encontrar en las raices posteriores y los
nervios periférico$®. A pesar de la presencia de células CD4+, las principales células T en
contacto directo con las neuronas son células citotoxicas CD8 que expresan TIA-1, una
proteina citolitica que se encuentra en los granulos de estas células y que podria ser, junto
con la perforina, responsable del dafio neut8t@f: La expresion de moléculas MHC de

tipo | descrita en neuronas podria contribuir en la nocién de un dafio neuronal mediado por

células CD8+ en estas enfermedéifeddicionalmente, el aumento de la expresioén de la

55



INTRODUCCION

molécula de adhesion ICAM1en las areas afectadas de estos pacientes, podria sugerir un
aumento de la permeabilidad de la BHE y la BE{Nun fenémeno comtnmente descrito

en otras enfermedades del SNC y en las neuropatias inflamatorias.

Igual que en la CIDP, se ha reportado que las células T de los pacientes con SNPs
asociados a anticuerpos anti-Hu y anti-Yo presentan un TCR con repertorio limitado, con
mono u oligoclonalidad hacia antigenos especfiéds* Estas observaciones apuntan a

una reactividad antigeno-dependiente de las células T en el desarrollo de estos trastornos,
aunque hasta la fecha no se ha descrito el mecanismo implicado en la inmunopatogenia de
los SNP%. La figura 10 resume los principales mecanismos sospechados en estas

patologias.

1.2.3.2.3 INMUNIDAD HUMORAL

Desde la descripcion de los anticuerpos anti-Hu en“¥985a posterior identificacién de

otros anticuerpos antineuronales altamente especificos en el suero de los pacientes con
SNPs, a estos trastornos se les atribuye un origen autoifintffeTal y como se ha
comentado previamente, los anticuerpos paraneoplasicos se pueden dividir en anticuerpos

bien caracterizados o parcialmente caracteriZados

Se consideran bien caracterizados aquellos anticuerpos, cuyo antigeno es conocido, que se
han asociado repetidamente a determinados sindromes neurologicos y tumores en cohortes
extensivas de pacientes; y que han sido corroborados, incluso en ausencia de un tumor
detectable, por diferentes laboratorios usando técnicas vafiiabas anticuerpos bien
caracterizados incluyen; los anticuerpos onconeuronales contra antigenos intracelulares
anti-Hu, anti-Yo, anti-Ri, anti-CV2/CRMP5, anti-Ta/Ma2, anti-anfifisina y mas
recientemente los anticuerpos anti-Tr, anti-SOX1, anti-recoverina y antfGADTabla

4).

En los SNPs, los autoanticuerpos también se pueden clasificar en funcién de la localizacion
de su antigeno. De esta manera se han descrito dos tipos de anticuerpos en estos trastornos:
los anticuerpos dirigidos contra antigenos intracelulares; definidos como anticuerpos

onconeuronales; y los anticuerpos dirigidos a antigenos de la membran&’@tular
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Anti-Hu (ANNA1)

Anti-Yo (PCA1)
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Tumores asociados

CPCP

Ovario, mama

Sindromes neuroldgicos
Encefalomielitis, encefalitis limbica,
degeneracion cerebelosa, SSN
pseudoobstruccion gastrointestinal

Degeneracion cerebelosa

Encefalomielitis, encefalitis limbica,

Anti-CV2 _ degeneracion cerebelosa, SSN
CPCP, timoma i -
(CRMP5) neuropatia sensitivomotora,
pseudoobstruccion gastrointestinal
Anti-Ri (ANNA2) Mama, CPCP Encefalitis del tronco
_ Testicular, pulmon Encefalitis limbica, encefalitis del
Anti-Ma2 (Ta) y
no CPCP tronco, degeneracion cerebelosa
Anti-anfifisina Mama, CPCP Sindrome de la persona rigida
Anti-Tr (PCA-Tr) Linfoma Hodgkin Degeneracion cerebelosa
Anti-SOX1 CPCP Degeneracion cerebelosa; LEMS
Anti-recoverina CPCP Retinopatia asociada a cancer
CPCP, pulmén no  Sindrome de la persona rigida, ataxia
Anti-GAD CPCP, timoma, cerebelosa, encefalomielitis, encefalitis
pancreas limbica, degeneracion cerebelosa

Tabla 4.Anticuerpos onconeuronales bien caracterizados. Tabla modificada de Graus €al. 2004

Los anticuerpos contra antigenos intracelulares incluyen los diez anticuerpos
onconeuronales bien caracterizados, la mayoria de los cuales se asocian a sindromes que
afectan al SNC. De entre estos anticuerpos, los anticuerpos anti-Hu y anti-CV2/CRMP5
son los que se asocian mas frecuentemente a neuropatias paranebpl&iitasnbargo,

también se han descrito casos aislados de neuropatias asociadas a anti-Yo, anti-Ma2 y anti-
anfifisina >**2*¢ En los pacientes con anticuerpos anti-Hu, la neuropatia periférica es la
manifestacion mas frecuente, pudiendo afectar hasta un 60-80% de |0S’.casss
anticuerpos anti-Hu se asocian principalmente a CPCP y a SSN. Sin embargo, algunos de
éstos pacientes pueden ser seronegativos o0 presentar otros autoanticuerpos (anti-anfifisina
0 anti-CV2/CRMPS5) de forma adicional o alternativa a los antfHEn los pacientes con
anticuerpos anti-CV2/CRMP5, la neuropatia llega a afectar hasta el 57% de los pacientes,

frecuentemente de forma concomitante a otras afectaciones del SNC o al sindrome de
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Eaton-Lambert. Dicha neuropatia puede ser sensitiva 0 sensitivomotora, y frecuentemente
se asocia a CPCP o a timdfMd®” Los anticuerpos intracelulares son valiosos
biomarcadores de diagnostico de un cancer subyacente y guian la deteccion de tumores
hacia ciertos 6rgan®s®*® Sin embargo varias observaciones sugieren que estos
anticuerpos no participan en la patogénesis de los SNPs. La localizacion inaccesible de sus
antigenos, en el nacleo o el citoplasma, dificulta la explicacion del rol patogénico de estos
autoanticuerpos. Adicionalmente los intentos fallidos de producir modelos animales tanto
por inmunizacion pasiva como por inmunizacion activa en estas enfermedades sugieren
gue los autoanticuerpos intracelulares no juegan un papel relevante en la patogenia de
dichos sindromé& %' Las hipétesis actuales proponen un papel de las células T

citotéxicas en el desarrollo de estos sindromes neurol8yfcos

En los SNPs, los anticuerpos dirigidos a antigenos de la membrana celular neuronal o a
receptores sinapticos se han relacionado con varios sindromes neurolégicos y, aunque
probablemente sean patogénicos, su deteccidon no implica necesariamente un origen
paraneoplasico de la enfermetfad>® Los pacientes con algunos de estos anticuerpos
tienden a responder favorablemente a la inmunoterapia y presentan una correlacion entre la
clinica y los titulos de autoanticuerpos, sugiriendo una estrecha relacion de éstos con la
patogénesis de los SNPs

Anticuerpo Tumores asociados Sindromes neurolégicos
Anti-NMDAR Ovario Encefalitis
Anti-GABA gR CPCP Encefalitis limbica

Sindrome de Morvan,
Anti-CASPR2 Timoma neuromiotonia, encefalitis
limbica
Anti-AMPAR CPCP, mama, timoma Encefalitis limbica
VRS SEeE Degeneracion cerebelosa,
sindrome Eaton-Lambert
Anti-mGIuR5 Linfoma Hodgkin Encefalitis limbica
Anti-mGIuR1 Linfoma Hodgkin, prostata Degeneracion cerebelosa

Tabla 5.Anticuerpos contra antigenos sinapticos o de membrana asociados a SNPs. Tabla modificada de Graus et al.
2012%2
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Los anticuerpos contra antigenos de membrana se asocian a multiples sindromes del SNC
asi como a sindromes del SR>3 (Tabla 5). En el SNP, se han descrito anticuerpos
contra los canales de calcio (anti-VGCC) asociados con el Sindrome de Eaton-t?Ambert

y contra el antigeno de membrana CASPRZ2; situado en la region yuxtaparanodal del NdR;
asociados a neuromiotonia de origen paraneopfSidms anticuerpos anti-CASPR2
también se asocian encefalitis limbica y sindrome de Morvan en pacientes con o sin
timom&>°. Mas recientemente anticuerpos contra los receptores de Netrin-1 (DCC vy
UNC5A) también se han reportado en asociacion a timoma en pacientes con neuromiotonia
y miastenia gravfs®. Si bien se desconoce la patogenia de ambos autoanticuerpos, estos
hallazgos sugieren un posible papel de los antigenos de membrana en el desarrollo de

SNPs en el nervio periférico.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

2.1 HIPOTESIS GENERAL

Las neuropatias autoinmunes son un grupo heterogéneo de trastornos neurolégicos
de fisiopatogenia desconocida a los cuales se les atribuye un componente humoral.
La identificacion de los antigenos contra los cuales reaccionan estos pacientes

puede llegar a tener utilidad clinica.

Los autoanticuerpos pueden representar biomarcadores Utiles para el diagnéstico, el
prondstico y el manejo terapéutico de estos pacientes.

El uso de técnicas de cribado sistematico sobre células neurales de origen periférico

puede contribuira a la identificacion de dichos autoanticuerpos.

2.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

2.2.1 REACTIVIDADES ANTIGENICAS EN CIDP

La CIDP es un sindrome que comprende diversas variantes de enfermedad

caracterizadas por reactividades antigénicas diversas.

Los antigenos diana de la mayor parte de pacientes con CIDP no han sido
identificados aun.

La aplicacion de técnicas de cribado sistemético permitira identificar nuevos
antigenos o estructuras neurales diana responsables de la respuesta inmunol6gica en

la CIDP.

La identificacion de nuevos antigenos diana contribuira a identificar subgrupos
homogéneos de pacientes con CIDP con caracteristicas definidas.
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2.2.2 REACTIVIDADES ANTIGENICAS EN NEUROPATIAS PARANOPLASICAS

 Las neuropatias paraneoplasicas constituyen un grupo heterogéneo de

enfermedades.

* Los antigenos diana de la mayor parte de pacientes con sindromes paraneoplasicos

periféricos no clasicos no han sido identificados todavia.

* La aplicacion de técnicas de cribado sistematico ayudara a identificar nuevos

antigenos o estructuras neurales diana en sindromes paraneoplasicos periféricos.

» La identificacion de los antigenos diana contribuird en la identificacion precoz de

neuropatias paraneoplasicas y su asociacion a neoplasias especificas.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar potenciales nuevos autoanticuerpos en la CIDP y en las neuropatias
paraneoplasicas.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

3.2.1 REACTIVIDADES ANTIGENICAS EN CIDP

1. Testar la reactividad de los pacientes de CIDP contra antigenos previamente descritos
para esta enfermedad: proteinas de la mielina, gangliésidos y contra moléculas

localizadas en el nodo de Ranvier.

2. Realizar un cribado de nuevas reactividades antigénicas contra los principales
componentes del nervio periférico (neuronas de DRG, neuronas motoras y células de
Schwann). Identificar los potenciales antigenos y establecer correlaciones clinico-
inmunoldgicas.

3.2.2 REACTIVIDADES ANTIGENICAS EN NEUROPATIAS PARANEOPLASICAS

1. Testar la reactividad contra moléculas del nodo de Ranvier y contra otras moléculas de
adhesion celular neurales asociadas a la patogénesis de tumores de los pacientes con

neuropatias paraneoplasicas sin evidencia de anticuerpos onconeuronales.

2. Realizar un cribado de nuevas reactividades antigénicas contra los principales
componentes del nervio periférico (neuronas de DRG, neuronas motoras y células de
Schwann) en pacientes con neuropatias paraneoplasicas. Identificar los potenciales

antigenos y establecer correlaciones clinico-inmunologicas.
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Chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy (CIDP) is a heterogeneous disease in
which diverse autoantibodies have been described but systematic screening has never been performed.
Detection of CIDP-specific antibodies may be clinically useful. We developed a screening protocol to
uncover novel reactivities in CIDP. Sixty-five CIDP patients and 28 controls were included in our study.
Three patients (4.6%) had antibodies against neurofascin 155, four (6.2%) against contactin-1 and

one (1.5%) against the contactin-1/contactin-associated protein-1 complex. Eleven (18.6%) patients
showed anti-ganglioside antibodies, and one (1.6%) antibodies against peripheral myelin protein

2. No antibodies against myelin protein zero, contactin-2/contactin-associated protein-2 complex,
neuronal cell adhesion molecule, gliomedin or the voltage-gated sodium channel were detected. In

|gG experiments, three patients (5.3%) showed a weak reactivity against motor neurons; 14 (24.6%)
reacted against DRG neurons, four of them strongly (7.0%), and seven (12.3%) reacted against Schwann
cells, three of them strongly (5.3%). In IgM experiments, six patients (10.7%) reacted against DRG
neurons, while three (5.4%) reacted against Schwann cells. However, results were not statistically
significant when compared to controls. Immunoprecipitation experiments identified CD9 and L1ICAM
as potential antigens, but reactivity could not be confirmed with cell-based assays. In summary, we
describe a diverse autoantibody repertoire in CIDP patients, reinforcing the hypothesis of CIDP’s
pathophysiological heterogeneity.

Chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy (CIDP) is a disabling disease with a pathogenesis
that remains largely unknown'. CIDP response to immune therapies and scarce experimental evidence on passive
transfer animal models suggest that humoral factors play a role in its pathogenesis®. CIDP diagnosis is based on
clinical and electrophysiological criteria’ that allow the inclusion of a broad spectrum of patients within CIDP,
including typical and atypical variants. This heterogeneity has hindered the description of disease-specific bio-
markers, despite intensive research efforts’.

The response of CIDP patients to intravenous immunoglobulin (IVIg) and plasma exchange (PIEx) suggests
that humoral factors are involved in its pathogenesis. The search of autoantibodies has been the most important
laboratory research topic in CIDP. Initial focus was placed on myelin antigens. Classical studies, using diverse
techniques, detected higher frequencies of antibodies against myelin protein zero (MPZ), peripheral myelin pro-
tein 2 (PMP2) or peripheral myelin protein 22 (PMP22)*~'". However, meaningful clinical-immunological cor-
relations with those antigens were not established. CIDP patients harboring antibodies against LM1-containing

*Neuromuscular Diseases Unit, Department of Neurology, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Universitat
Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain. #Centro para la Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades Raras,
CIBERER, Madrid, Spain. *Fundacion Favaloro, Buenos, Aires, Argentina. “Aix-Marseille Université, CNRS, CRN2M-
UMR7286, Marseille, France. *Fundacid Institut d'Investigacid en Ciéncies de la Salut Germans Trias i Pujol, Badalona,
Spain. Luis Querol and Ana M Siles contributed equally to this work. Correspondence and requests for materials
should be addressed to L.Q. (email: Iquerol@santpau.cat)
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sulfatides IgM 1/31356
sulfatides IgG 1/832
22 IgM aGM1 1/500

24 sulfatides IgM 1/592
IgG GM1 1/6160

IgM GM1 1/2314

IgM aGM1 1/1442

31

IgM GD1b1/500
3 IgG aGM1 1/580
36 IgM GM1 1/2154

IgG aGM1 1/528

IgG GD1a 1/528

39 IgM aGM1 1/2559
sulfatides IgM 1/3245
sulfatides IgG 1/831
sulfatides IgM 1/800
IgM aGM1 1/500
IgG aGM1 1/1000
IgM GM1 1/500

IgM GM1 > 1/12500
64 IgM aGM1 > 1/12500
IgM GD1b > 1/12500
IgM GM1 1/7829

65 IgM aGM1 1/2359
IgM GD1b 1/2868

55

56

Table 1. CIDP patients harbouring anti-ganglioside antibodies. Fifty-nine patients were screened using our
institution’s anti-ganglioside ELISA diagnostic technique, further confirmed by TLC.

ganglioside complexes, present more frequently with ataxia, although these results await replication in inde-
pendent cohorts'"'?. We and others have recently detected antibodies targeting node of Ranvier proteins such
as gliomedin, neuronal cell adhesion molecule (NrCAM), neurofascin 140 (NF140), neurofascin 186 (NF186);
and paranode of Ranvier; contactin-1 (CNTN1), contactin-associated protein 1 (CASPR1) and neurofascin 155
(NF155)"*". Our group described that patients harboring antibodies against CNTN1 and NF155 of the immu-
noglobulin G4 (IgG4) isotype present with specific clinical features'*'®, Studies by other groups have validated
these clinical-immunological correlations and refined the clinical phenotypes and paraclinical features associated
to these autoantibodies'®->. In vitro and in vivo models of anti-CNTN1 IgG4 passive-transfer, demonstrate that
anti-CNTN1 antibodies are pathogenic, strengthening the idea that CIDP is an autoantibody-mediated disease.

Considering that CIDP-specific autoantibodies are not detected in the majority of CIDP patients we developed
this study to: (1) systematically screen for immunoglobulin G (IgG) and immunoglobulin M (IgM) autoantibod-
ies against previously described antigens and peripheral nerve components, (2) identify the molecular targets of
the immune response in those patients reacting against peripheral nerve components in which the target antigens
were unknown and (3) to establish clinical-immunological correlations.

Results

Sixty-five patients fulfilling criteria for CIDP were identified and included in the study. Twenty-nine of them
(29/65; 44.6%) were women (mean age 64.0 4 17.3 years) while 36 of them (36/65; 55.4%) were men (mean age
61.3 £ 15.3 years). Forty-four patients (67.7%) presented with a typical CIDP while 21 presented with an atypical
CIDP (32.3%) (Supplementary Table S1).

Eleven patients (11/59; 18.6%) showed anti-ganglioside antibody reactivity by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Four of them (6.7%) showed high anti-GM1 IgM antibody titers (two of them with anti-GD1b
IgM, with or without additional reactivities) (Table 1). Four patients reacted against CNTN1 (4/65; 6.2%), one
against the CNTN1/CASPR1 complex (1/65; 1.5%) and three against NF155 (3/65; 4.6%). All of them except
two (one CNTNI and one NF155 positive) were previously described elsewhere!®'®. Only one patient (1/62;
1.6%) reacted against PMP2 (Fig. 1). CSF from this patient also showed IgG reactivity against PMP2-transfected
human embryonic kidney (HEK) cells. None of our CIDP patients reacted against any of the other candidate
antigens (MPZ, NrCAM, contactin-2 (CNTN2)/contactin-associated protein 2 (CASPR2) complex, gliome-
din and voltage-gated sodium channel subunits B1 (NavB1) and B2 (NavB2)). For further detailed results see
Supplementary Table S2.

Immunocytochemistry (ICC) experiments with dorsal root ganglion (DRG) and motor neurons and Schwann
cells (human undifferentiated Schwann cell line) were used to identify novel reactivities against neural compo-
nents. Patients with anti-CNTN, anti-CNTN1/CASPR1, who show strong reactivity against any type of neuron,

72



RESULTADOS

COMMERCIAL MERGE

Figure 1. Positive PMP2 ICC. HEK293 cells were transfected with a mammalian expression vector encoding
PMP2 with the use of Lipofectamine 2000 (Invitrogen, CA, USA) and ICC was performed as described in
Supplementary Table S3. Patient’s 22 sera positivity can be appreciated in green, commercial antibody staining
in red and a merged picture of both can be found above with nuclei stained in blue.

Figure 2. IgG positivity in DRG neurons and Schwann cells. Patients’ sera were tested by IgG and IgM ICC
experiments with live DRG neurons and Schwann cells. Strong staining with the use of an anti-human IgG
Alexa Fluor 488 antibody (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) can be appreciated for DRG neurons (A) and
Schwann cells (B).

and anti-NF155 antibodies, who do not react against neurons, were excluded from these analyses. As a result, a
maximum of 57 patients were screened for novel reactivities. During the course of our experiments we ran out of
sera from one of the patients, leaving a total of 56 patients in IgM experiments.

In IgG experiments, three patients (3/57; 5.3%) showed only mild IgG staining in motor neuron ICC and
therefore were not further used for immunoprecipitation (IP) experiments. Fourteen patients (14/57; 24.6%)
presented with IgG reactivity against DRG neurons. Of those, only four (4/57; 7.0%) showed moderate to intense
reactivity against DRG (Fig. 2A). Sera from three of these patients showing moderate or strong reactivity and a
normal control were used to try to identify the target antigens using DRG neurons as the IP substrate. No relevant
antigens were identified in comparison to the control serum. Finally, we used a commercial human undifferen-
tiated Schwann cell line to screen for antibodies against Schwann cells. Seven patients (7/57; 12.3%) showed IgG
reactivity towards the human Schwann cell line, although only three (3/57; 5.3%) showed consistent moderate to
high intensity staining (Fig. 2B). Interestingly, the only patient showing antibodies against PMP2 showed weak
reactivity against human Schwann cells. Sera from these three patients strongly reacting against human Schwann
cells and one control serum were used for IP experiments, but mass spectrometry analysis did not reveal any rele-
vant antigen in CIDP patients when compared to the control individual. Two patients with weak reactivity against
Schwann cells also showed weak staining in DRG neurons ICC. Another patient, highly reactive against Schwann
cells also showed weak reactivity against DRG neurons. No cross-reactivity was found between motor neurons
and DRG neurons or Schwann cells (see Table 2). Additionally, statistical comparison between ICC results from
patients and controls did not provide evidence of differentially relevant IgG staining in DRG neurons (p =0.6793)
or Schwann cells (p =0.5476) (Table 3).

In IgM experiments, six patients (6/56; 10.7%) showed reactivity against DRG neurons, while three (3/56;
5.4%) reacted against a human Schwann cell line. Only one patient (1/56; 1.8%) per each group presented with
moderate (score two out of three) intensity IgM staining (Table 2). As with IgG experiments, no cross-reactivity
was either appreciated between both cell types. IgM IP analysis were not performed in this study, due to the
staining being exclusively moderate and poorly significant, as only one in 56 (1.8%) patients featured it in both
cell types. As with IgG experiments, statistical comparison between IgM ICC results from patients and controls
showed no statistically significant differences between both groups in DRG neurons (p =0.2565) or Schwann

cells (p=1) (Table 3).
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12 | 0 0 0 2 () 0
18 0 0 0 1 2 ND
22 0 0 0 0 0 3
23 0 3 1 1 0 0
33 0 0 ND 3 ND 0
48 0 0 0 2 4] 0
50 0 3 1 1] 0 0
56 0 2 0 0 0 0
58 0 0 2 0 4] 0
64 0 1 0 2 0 0

Table 2. CIDP patients with moderate to strong reactivity in ICC experiments.

‘Schwann cells IgGICC 0/28 (0%) I 3/57 (5.3%) 0.5476
Schwann cells IgM ICC 0/28 (0%) 1/56 (1.8%) 1

DRG neurons IgG ICC 3/28 (10.7%) 4/57 (7.0%) 0.6793
DRG neurons IgM ICC 2/28 (7.1%) 1/56 (1.8%) 0.2565

Table 3. Statistical analysis of DRG neurons and Schwann cells ICC in CIDP patients and healthy controls.
Moderate to strong fluorescence intensity scores, including scores two and three, and other stainings, featuring
scores zero and one, from DRG neurons and Schwann cells IgG and IgM ICC experiments from patients

and controls were analyzed using contingency analysis with the application of a two-tailed Fisher’s exact test,
accepting an alpha-level <0.05 to determine significance.

Whole nerve lysate from rat sciatic nerve and human cauda equina served as substrate for IP experiments
with pooled sera from five typical CIDP cases. L1 cell adhesion molecule (L1CAM), a protein of the neurofascin
family, was identified as a potential candidate antigen in the whole-nerve sciatic nerve lysate IP experiment but
confirmatory ICC tests with L1CAM-transfected HEK cells did not confirm reactivity in any of the typical CIDP
cases. Cluster of differentiation 9 (CD9), a protein of the tetraspanin family present in the paranode of Ranvier,
was identified as a potential candidate antigen using human cauda equina as the substrate for IP studies with typ-
ical CIDP cases but, again, this was not confirmed in ICC experiments using CD9-transfected HEK cells.

No specific clinical features were associated with reactivity against each neural cell. The two patients with IgM
antibodies against GM1 plus GD1b presented with an asymmetric sensory-motor onset in the upper limbs com-
patible with Lewis-Sumner CIDP variant, although later in the disease course progressed towards a bilateral, sym-
metric polyneuropathy. The other two patients with anti-GM1 antibodies presented with a typical CIDP variant.
Interestingly, three of the anti-GM1 positive patients showed normal sensory nerve conductions despite severe
sensory involvement, suggesting preganglionar damage. The fourth patient showed sensory-motor involvement
in the EMG. Finally, the only patient reacting against PMP2 presented with a typical CIDP phenotype.

Discussion

Our study describes a comprehensive autoantibody screening approach to identify clinically relevant antigens
in CIDP, and provides experimental evidence of the immunopathological diversity in patients fulfilling CIDP
diagnostic criteria. A subset of seronegative CIDP patients reacted against neural structures and gangliosides.
However, IP experiments in patients reacting against neural cells did not reveal novel antigens, and frequencies
of reactivity against neural cells did not differ from normal controls. We did not identify patients harboring anti-
bodies against node/paranode of Ranvier proteins other than CNTN1 or NF155.

Aside from the inclusion of a few new CIDP patients in comparison to previous studies'>'¥, the novelty of our
work relies on describing one new CNTN1 positive patient, one new NF155 positive patient, one patient positive
for PMP2 and 11 CIDP patients with anti-ganglioside antibodies. Additionally, we have tested candidate antigens
described in the bibliography and performed systematic antigen screening in rat dorsal root ganglion neurons, rat
motor neurons and a human undifferentiated Schwann cell line. Systematic screening of serum reactivity against
the two neuronal components of peripheral nerves, DRG and motor neurons, has never been performed before.
In fact, our previous studies used hippocampal neurons, rat teased nerve fibers and rat brain sections to screen
reactivity'>'®. Therefore, although a partial sample overlap must be acknowledged, the different substrates used in
our methods grant novelty and relevance to our results.

The search for diagnostic biomarkers in CIDP has been a research topic for decades®. Most patients with CIDP
show an excellent response to PIEx and IVIg??¢. Response to IVIg follows time dynamics that strongly suggest direct
competition of the therapeutic immunogloblulins with pathogenic autoantibodies”’, The presence of IgG, IgM and
complement deposits has been described in chronic inflammatory neuropathies for almost 40 years® and confirm-
atory studies that passive transfer of IgG from CIDP patients led to demyelinating nerve pathology were performed
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17 years ago”. However, the target antigens for most CIDP patients remain elusive. Considering the demyelinating

nature of CIDP, the neuritogenic potential of myelin proteins and their discovery in some demyelinating hereditary
neuropathies, myelin proteins were extensively studied as potential antigens in CIDP. MPZ, PMP2, PMP22 and
connexin-31 among others were tested as possible candidate antigens, but clinically relevant autoantibodies could
not be established™>”!***-32, We tried to replicate the results with two of those antigens (MPZ and PMP2) and found
only one patient with antibodies against PMP2, both in serum and CSE, precluding further clinical correlations.

Gangliosides and ganglioside complexes are well-established targets of humoral responses and provide useful
clinical-immunological correlations in diverse inflammatory neuropathies®. Considering this, anti-ganglioside anti-
bodies have also been studied in CIDP and other chronic inflammatory neuropathies**. Diverse CIDP-associated
anti-ganglioside antibodies have been reported but, so far, antibodies targeting LM1-containing ganglioside com-
plexes are the only ones associated to specific clinical features such as ataxia'?. Anti-ganglioside antibodies were
systematically tested in our patients by ELISA and further confirmed with thin-layer chromatography (TLC).
Four patients showed IgM antibodies against GM1. Two of them, who also had GD1b IgM antibodies, presented
with the Lewis-Sumner variant of CIDP. Previous reports describing the clinical and immunological features of
Lewis-Sumner did not find any association with GM1 antibodies or proposed them as a differential feature com-
pared to multifocal motor neuropathy (MMN)***, Description of clinical-immunological correlations in larger
cohorts could clarify if there is a subset of CIDP patients with well-established anti-ganglioside antibody reactivities.
Seven patients showed low anti-ganglioside/sulfatide antibody titers, probably without clinical relevance.

Our group and others have used candidate-antigen and unbiased approaches to study proteins of the node of
Ranvier as potential targets of the immune response in CIDP!*-!5!7. Devaux’s and Yuki’s groups described anti-
bodies against nodal proteins in patients with CIDP and Guillain-Barré Syndrome (GBS), including IgG and IgM
antibodies against neurofascin, gliomedin, CNTN-1 and NrCAM". Later on, Meinl’s group described antibodies
against neurofascin in very specific subsets of CIDP (and GBS) patients'. Our group published that a small subset
of CIDP patients reacted strongly against neurons and that CNTN1 and the CNTN1/CASPR1 complex were the
antigens in those patients'. Interestingly, these patients showed specific clinical features and poor response to
IVIg, likely due to the IgG4 nature of the autoantibodies. We then described that some patients reacting against
paranodal structures, harbored IgG4 anti-NF155 antibodies. These patients also showed poor response to IVIg
and very specific clinical features'®. Ever since, other groups have confirmed in independent cohorts the pres-
ence of anti-CNTN1 and anti-NF155 antibodies in very specific and infrequent CIDP**-**, and passive transfer
of anti-CNTNI1 IgG4 antibodies has demonstrated to be pathogenic*. The presence of antibodies against nodal
neurofascins (NF140 and NF186) has been recently associated to specific clinical features, including an interest-
ing association with nephrotic syndrome'®. However, other nodal antigens such as NrCAM or gliomedin have
not been replicated yet. We tried to identify CIDP patients with antibodies against those nodal antigens and the
CNTN2/CASPR2 complex and the two subunits of the nodal sodium channel but failed to identify any positive
patients in contrast to previous studies. The low frequency of these antibodies may account for some of these
disparities; larger cohorts in which systematic autoantibody screening is performed should be studied.

For seronegative CIDP patients we developed a screening approach to identify IgG and IgM antibodies using
the three main cellular components of the peripheral nerve: motor neurons, DRG neurons and Schwann cells. A
significant number of patients (22/57; 38.6%), showed reactivity against any of the three relevant cellular compo-
nents (a similar proportion to that found in other studies)'***, Most of them showed exclusive reactivity against
a single cell type, but a few reacted against two different cell types. Nine patients reacted strongly against DRG or
Schwann cells and deserved inclusion in IP experiments. Presence of high concentrations of immunoglobulins
in sera after [VIg treatment, might have contributed to unspecific staining, particularly of the IgG subtype, in
our patients’ ICC experiments. In order to avoid this bias, as stated in the methods section, patients’ and controls’
ICC results were compared according to two separate categories: moderate to strong stainings, (including scores
two and three respectively) and other stainings (including scores one and zero).The latter category being encom-
passed by negative samples (0) and samples with irrelevant background staining (1), including those that might
have featured an unspecific staining as a consequence of higher immunoglobulin titers after IVIg treatment. Since
only samples showing moderate or strong reactivities against peripheral nerve cells were used for IP experiments,
IVIg treatment cannot be considered a confounding variable in our study. Frequencies of sera reacting against
neural structures did not reach statistical significance, likely due to the small number of controls and to a rela-
tively high proportion of controls showing moderate unspecific staining, but it could be, as has been suggested for
anti-ganglioside antibodies, that naturally occurring antibodies targeting nerve structures, are frequent in healthy
population®. No relevant antigens were identified from the mass spectrometry analysis of the precipitated samples.

Finally we attempted whole nerve IP to discover antigens in typical CIDP patients and found two poten-
tial candidates: CD9, a tetraspanin present in the paranode’’, and LICAM, a protein of the neurofascin family.
Unfortunately, we failed to confirm autoantibodies against these two antigens in CIDP. The group of Yuki also
screened antibodies against CD9 and other tetraspanins and did not find such autoantibodies in CIDP either*'.

Although the use of several antigens of murine origin (mammalian expression vectors encoding nodal pro-
teins and neuronal primary cultures) may be considered as a limitation of our study, their utility in previous
works and in autoimmune encephalitis encouraged us to pursue novel antigen screening in murine models.
Inter-species antigen variability, although minor in terms of sequence homology, may however be very relevant
for autoantibody screening purposes. This happens with other nerve antigens such as myelin-associated glyco-
protein in polyneuropathy associated with monoclonal gammopathy or NF155 and should be taken into account
in future studies. The use of human neural cells obtained from induced pluripotent stem cells could overcome
these technical difficulties*?. A very interesting study identified a subset of patients with inflammatory neuropa-
thies reacting against human Schwann cells and, thus, set the proof of principle that ICC over Schwann cells in
isolation may also be useful for autoantibody screening purposes®. One important issue regarding our model is
that it uses murine cells or undifferentiated human Schwann cells. The study by Kwa and coworkers used human
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Schwann cells obtained from sural nerve biopsies and amputation material. The scarcity of this type of sample
precludes routine use of these two cell sources. Exploring novel ways of obtaining differentiated human neural
cells would therefore help refining these screening techniques.

Another limitation is that, although our screening approach is valid for any type of antigen, identification
with IP and mass spectrometry is only useful for protein antigens and, thus, antigens of lipidic or glucidic nature
cannot be identified. Finally, identification of relevant protein antigens with IP and mass spectrometry relies on
completeness and accuracy of existing protein databases. Although murine and human protein databases cover a
very significant proportion of the proteome, their completeness, accuracy and detail may be insufficient for novel
antigens that may have not been studied in any other disease or model, and thus it is difficult to assign relevance
to the identified antigens.

CIDP is defined based on broad clinical and electrophysiological criteria that successfully identify patients that
may benefit from immunomodulatory therapy. However, the inclusion of patients with diverse clinical features
into the same diagnostic category leads to clinical, electrophysiological, radiological and pathological heterogene-
ity that, in the end, interferes with translational research aimed to identify clinically meaningful biomarkers and,
among them, autoantibodies. Our study provides the most comprehensive attempt to discover novel antigenic
reactivities in CIDP and shows that the pattern of IgG and IgM reactivity of CIDP patients is heterogeneous and
targets diverse nerve proteins and structures, further proving the difficulty in the identification of new biomarkers
in this context. Our results may therefore help to understand the disparity in previous reports on autoantibodies
in CIDP and supports the idea that larger CIDP registries that attempt to collect and homogenize clinical and
biomarker information are very much needed.

Materials and Methods
Patients, informed consent and protocol approvals. Sixty-five consecutive patients fulfilling
European Federation of Neurological Societies/Peripheral Nerve Society (EFNS/PNS) diagnostic criteria for
CIDP and followed in Hospital de la Santa Creu i Sant Pau were included in this study. Twenty-eight healthy
controls were additionally included in our experiments. Serum samples were obtained at inclusion in the study
and stored at —80°C until needed. Written informed consents were obtained from all subjects according to
the Declaration of Helsinki. Participation in the study was conducted under a protocol approved by the Ethics
Committee of the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. All experiments were performed in accordance with the
relevant guidelines and regulations.

In regard to experiments involving rats, all experimental procedures were approved by our institution’s Service
of Animal Experimentation at CSIC-ICCC (Institut Catala de Ciéncies Cardiovasculars). All experiments were
performed in accordance with due guidelines and regulations.

Protocol overview. The autoantibody screening in our patients was designed as a multi-step process
(Supplementary Fig. S1). First, patients’ sera were tested for antibodies against gangliosides and against previously
described antigens from myelin (MPZ, PMP2) or node of Ranvier; CNTN1, NF155, NrCAM, gliomedin, the
CNTN1/CASPR1 and the CNTN2/CASPR2 complexes. Antibodies against the two subunits of the main sodium
channel present at the node of Ranvier; NavB1 and NavB2 were also tested. Patients showing positivity towards
CNTN1, CNTN1/CASPRI1 or anti-NF155 (n = 8), all of them except two previously described elsewhere!*!$43,
were excluded from statistical analysis in screening experiments, and were only used in such experiments as
controls. These patients were neither tested in further IP analysis. Only patients harboring no reactivity against
previously described antigens (n=57) and healthy volunteers serving as negative controls (n =28) were included
in autoantibody screening experiments analysis.

Primary cultures of rat DRG and motor neurons, and a human, undifferentiated, Schwann cell line (ScienCell,
CA, USA) were used to screen reactivity against peripheral nerve cells. Patients showing autoantibodies against
any of these nerve structures were used for antigen discovery with immunoprecipitation. Sera of five typical CIDP
cases were pooled and incubated in IP experiments with whole nerve lysate obtained from rat sciatic nerve and
human cauda equina obtained from the IDIBAPS (Institut d’investigacions Biomediques August Pi i Sunyer)
neural-tissue bank. Finally, if any candidate antigen was detected in any of the [P experiments, confirmatory
experiments with transfected HEK cells encoding the protein of interest, followed.

Cell cultures. DRG and motor neurons were isolated and cultured following published protocols with
minor modifications***, Briefly, DRG and spinal cords were dissected from E16 rat embryos and dissociated
to a cell suspension in neurobasal medium (Gibco BRL, NY, USA) supplemented with B27 (Gibco BRL, NY,
USA), Glutamax (Gibco BRL, NY, USA) and nerve growth factor (NGF) (Invitrogen, CA, USA). After 24 hours
plated in glass-coverslips, cytosine arabinoside (ARA-C) (Sigma, MO, USA) and fluorouracil (5-FU) (Sigma MO,
USA) were added to the medium to remove fibroblasts in DRG neurons cultures. In both cultures, medium was
replaced every other day until reaching motor or DRG neuron full growth.

A commercial human Schwann cell line (ScienCell, CA, USA) was cultured following manufacturer’s instruc-
tions and plated onto glass coverslips until 70-80% confluence was reached.

DRG neuron, motor neuron and Schwann cell immunocytochemistry. Live DRG neurons,
Schwann cells and motor neurons were incubated with patients’ sera diluted in culture medium. Cells were then
fixed with 4% paraformaldehyde (Affymetrix Inc, CA, USA) and incubated with secondary goat anti-human
IgG/IgM Alexa Fluor 488 antibody (both by Thermo Fisher Scientific, MA, USA). DRG neurons and Schwann
cells were tested against IgG and IgM reactivities, both in patients and controls. Due to the limiting scarcity of
rat motor neurons extraction, only patients were tested against IgG in these experiments. Finally, coverslips were
mounted with Vectashield with DAPI (Vector Laboratories, CA, USA). Fluorescence signal intensity was scored
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in a 0-3 scale by two independent researchers. Relevant images were obtained with the use of an Olympus BX51
Fluorescence Microscope (Olympus Corporation, Japan) and processed with Image] (U. S. National Institutes of
Health, MD, USA).

Immunoprecipitation. Sera showing moderate or strong reactivity against peripheral nerve cells were used
for IP experiments using the same cell as [P substrate. Protein A and G agarose beads (Invitrogen, CA, USA)
were used to isolate sera IgG bound overnight to the antigens in a cell culture extract. Precipitated proteins were
detached from the agarose beads with Laemmli buffer (Bio-Rad, CA, USA) with 5% b-mercaptoethanol (Merck,
Germany) and separated by electrophoresis. Bands appearing in patients’ IP but not in control’s were analyzed by
mass spectrometry. Proteins were selected as candidate antigens when they fulfilled any of these criteria: protein
score > 100, peptide sequence coverage >5% or two or more peptides identified with the absence of the same
criteria in the control sample.

A subset of five patients with typical CIDP that did not react against nerve cells was used for [P experiments
using rat whole nerve lysate or human cauda equina as the IP substrate following the exact same protocol to ana-
lyze precipitated proteins.

Anti-ganglioside antibody screening. Fifty-nine patients were screened for the presence of
anti-ganglioside antibodies with our institution’s diagnostic protocol using ELISA as the general detection
method and TLCY for confirmatory experiments. Anti-ganglioside antibodies were considered positive ata 1:500
titer. The remaining six CIDP patients in our cohort could not be analyzed due to sample scarcity.

HEK cell transfection and ICC. HEK293 cells were transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen, CA,
USA) with mammalian expression vectors encoding human MPZ, PMP2, gliomedin, CNTN1, CASPR1, CNTN2,
CASPR2, NF155, CD9 and L1ICAM, and murine NrCAM and NavB1 and NavB2. Cells were then fixed with 4%
paraformaldehyde (Affymetrix Inc, CA, USA), permeabilized (if needed) with 0.3% TritonX-100 (Sigma, MO,
USA) and blocked. ICC experiments were performed using patients’ sera and appropriate primary and secondary
antibodies (Supplementary Table S3).

Statistical analysis. Fluorescence intensity scores from DRG neurons and Schwann cells IgG and IgM ICC
experiments from patients and controls were analyzed by Stata v.13.1 (StataCorp LP, Texas, USA) using contin-
gency analysis with the application of a two-tailed Fisher’s exact test, accepting an alpha-level <0.05 to determine
significance. Patients’ and controls’ ICC results in each condition were compared according to two separate cat-
egories: moderate to strong staining, including scores two and three, and other stainings. Scores two and three
were considered positive, while score one was interpreted as unspecific background staining.

Data availability.  All data generated or analysed during this study are included in this published article (and
its Supplementary Information files).
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

TSTC'E';TE AGE GENDER CIDP SUBTYPE FI’QTC'E’\I‘DTE AGE GENDER CIDP SUBTYPE
1 60 M TYPICAL 34 26 M ATYPICAL:DADS
2 56 F TYPICAL 35 62 F TYPICAL
3 63 M TYPICAL 36 68 M TYPICAL
4 ND M TYPICAL 37 84 M PU/;\?ng:EClﬂASI_:C)RY
5 30 F Pﬁ;f/'é:; c 38 58 M TYPICAL
6 92 F LE\j\leg-Pslﬁm R 39 66 M ATYPICAL:DADS
7 84 M TYPICAL 40 73 M TYPICAL
8 55 F TYPICAL a1 ND M TYPICAL
9 79 F TYPICAL 42 ND M TYPICAL
10 80 F TYPICAL 43 71 F TYPICAL
1 39 F TYPICAL 44 82 F Pu/?RTEYEIECNAsLé)RY
12 84 M PC;EPA%’:; - 45 48 F TYPICAL
13 77 F TYPICAL 46 74 F TYPICAL
14 57 F TYPICAL 47 66 M LE\’,*VE_PS'SQE R
15 62 M TYPICAL 48 53 M LEQT;/_PS'SSE R
16 68 M TYPICAL 49 54 F TYPICAL
17 35 M TYPICAL 50 74 M ATYPICAL:DADS
18 60 F ATYPICALDADS 51 81 F TYPICAL
19 37 F TYPICAL 52 49 F TYPICAL
20 21 M ATYPICALDADS 53 83 F ATYPICALDADS
21 70 M TYPICAL 54 68 M TYPICAL
22 46 M TYPICAL 55 66 M ATYPICAL:DADS
23 69 F PCTREPAE:; c 56 76 M TYPICAL
24 69 M TYPICAL 57 57 F TYPICAL
2 64 F ewssomer | % “ v PURE SENSORY
26 75 M TYPICAL 59 32 F TYPICAL
27 80 F TYPICAL 60 60 F LE@E}’S’SSE R
28 71 F TYPICAL 61 ND F TYPICAL
29 62 M TYPICAL 62 92 F TYPICAL
30 59 M TYPICAL 63 53 M TYPICAL
z : e . |
32 43 M TYPICAL 65 63 M TYPICAL
: z e

Supplementary Table S1Patients’ demographical description. DADS: distal acquired demyelinating

symmetric.
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L1CAM

CD9

NavB2

NavB1

NrCAM

Gliomedin

MPZ

PMP2

CNTN2+
CASPR2

NF155

CNTN1 +
CASPR1

CNTN1

DRG

DRG
NEURONS IgG|NEURONS IgM

SCHWANN
CELLS IgM

SCHWANN

MOTOR
NEURONS IgG| CELLS IgG

PATIENT ID

10

14

18

38

43

44

50

51

57

58

59

Supplementary Table S2 All ICC results.
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HEK 293 IgG ICC
experiments

MPZ, PMP2,CNTNI1, NF155, NrCAM, gliomedin, CASPRI+CNTNI1, CASPR2+CNTN2,
NavB1 & NavB2.

If positive for If negative for
CNTNI, NF155 or CNTNI, NF155 or
CNTNI+CASPRI1 CNTNI1+CASPR1
controls in Screening + 28 healthy
experiments controls
Primary rat Primary rat Human
DRG neurons motor neurons Schwann cell line
IgG & IgM ICC IgG ICC IgG & IgM ICC

L % )
[ If strongly positive (scores 2 or 3) ]

v

IP experiments and MS
analysis

[ If candidate antigen detected ]

v

Confirmatory
HEK 293 ICC
experiments

Supplementary Figure S1 Autoantibody screening protocol diagram. MS: Mass spectrometry.
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. . R . . . . Commercial - Secondary antibodieq
cDNA Clone Protein of interest Permeabilizatioh ~ Sera dilutpon Blocking solutjon Commercial antibody aptpody Secondary antibodies diution
dilution

PCMV6-NFASC-Myc-DDK RC228652 (Origene) NF155 NO 1100 Goat 5% in PBS Chicken NF (AF3235 R&D systems) 1/1000 GAC‘?E&;:?/??}QMSZ';:%L:r:]o)bes) * 1/1000+1/1000
PCMV6-CNTN1-untagged EX-A1153-M02 (Genecopoeia) CNTN-1 NO 1100 | Rabbit /40 in PB Goat CNTN1 (AF904 R&D systems) 1/1000 s:ﬁg:f ((sAi;%i 1T2h$;:fmidse::;:ﬁ; 1/1000+1/1000
ppccl\;"\ys'CC’\':'TT’\':'Al;‘l'jLﬁg;geixéi_ﬁsoi’l";?;ég?gi;‘;‘;‘;izi;) CNTN-1+CASPR-1 NO 1100 | Rabbit /40 in PB Goat CNTN1 (AF904 R&D systems) 1/1000 s:ﬁg:f ((sAi;%i ;h_?;:fmidse::;?ﬁ; 1/1000+1/1000
pcwag“;g;;c;%gfgni;’;}i/ﬁ;g"ileD(fg’r‘z:p%ia) * CNTN-2+CASPR-2 NO 1/100 Goat 5% in PBS Rabbit CNTN2 (AB133498 Abcam) 1/200 GAR giBH(?gtlg’gggez'lm:bﬁmmi°) * 1/500 +1/500
in-house MPZ ORF cloned in a pcDNA40 vector (Genecopoeia) MPZ YES 1/100 Goat 5% in PBS Chicken MPZ (LS-C149138LifeSpan BioSciencek) 1/2po GAC‘?E&;ﬁ;"gﬁfﬁ;:r;o)bes) * 1/500 +1/500
in-house PMP2 ORF cloned in a pcDNA4O vector (Genecopoeia) PMP2 YES 1/40 Goat 5% in PBS Rabbit ant-PMP2 (12717-1-AP ProteinTech Grogp) 1/2po Géij:;(3\1111‘?173?}2:;?21:32)+ 1/500 +1/500
PIRES-NrCAM-HA courtesy of Drs. Devaux and Faivre-Sarraih NICAM YES 1/40 Goat 5% in PBS Rat-ant-HA (11-867-423-001 Roche) 1/2000 GARagfg;g%:g;gi’?g;ﬁmmc) * 1/500 +1/500
pcDNA3-Glomedin-Myc courtesy of Drs. Devaux and Faivre-Sarrail] gliomedin YES 1140 Goat 5% in PBS Mouse-anti-Myc (CBL430 Millipore) 1/200 GAM ffég;lgﬁggﬂé?:g;;’bes) * 1/500 +1/500
pcDNA3-NavB1-HA courtesy of Drs. Devaux and Faivre-Sarraih NavB1 YES 1140 Goat 5% in PBS Rat-ant-HA (11-867-423-001 Roche) 1/2000 GARag‘fﬁ;&%ﬁgg&g‘i?ﬁ;ﬁmm * 1/500 +1/500
pcDNA3-NavB2-Myc courtesy of Drs. Devaux and Faivre-Sarraih NavB2 NO 1/40 Goat 5% in PBS Mouse-anti-Myc (CBL430 Milipore) 1/200 CGAM f:é?;lg);%’gblc:fga:;’bes) * 1/500 +1/500
PCMV6-CD9-Myc-DDK RC202000 (Origene) cD9 NO 1/40 Goat 5% in PBS Mouse-anti-Myc (CBL430 Milipore) 1/200 CGAM f:é?;lg)éga'w&bf:fga:?bes) * 1/500 +1/500
PCMV6-L1ICAM -Myc-DDK RC211601 (Origene) L1CAM YES 1/40 Goat 5% in PBS Mouse-anti-Myc (CBL430 Millipore) 1200 GAM ffég;lgﬁggg?:g;;’bes) * 1/500 +1/500

Supplementary Table S3HEK?293 cell transfection and ICC conditions
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Introduction

Paraneoplastic  neurological

heterogeneous and rare neurological disorders in which
the ectopic expression of a neural antigen in a neo-
plasm drives an autoimmune response resulting in neu-
rological impairment." PNS comprise multiple clinical
entities that may affect all parts of the nervous system.'
According to the PNS Euronetwork database, one third
of patients with PNS have the peripheral nervous sys-
involvement.

tem as the primary site of

syndromes

Abstract

Objective: Paraneoplastic neurological syndromes (PNS) are rare neurological
disorders in which ectopic expression of neural antigens by a tumor results in
an autoimmune attack against the nervous system. Onconeural antibodies not
only guide PNS diagnosis but may also help detecting underlying malignancies.
Our project aims to uncover new potential antibodies in paraneoplastic neu-
ropathies (PN). Methods: Thirty-four patients fulfilling diagnostic criteria of
possible (n =9; 26.5%) and definite (n = 25; 73.5%) PN without onconeural
antibodies and 28 healthy controls were included in our study. Sera were tested
for known antibodies against neural cell adhesion molecules and screened for
novel IgG and IgM reactivities against nerve components: dorsal root ganglia
(DRG) neurons, motor neurons, and Schwann cells. Patients showing autoanti-
bodies against any of these cell types were used for immunoprecipitation (IP)
studies. Results: Overall, 9 (26.5%) patients showed significant reactivity against
DRG neurons, motor neurons, or Schwann cells, whereas 5 (17.9%) healthy
controls only showed moderate reactivity. Compared with control sera, serum
samples from patients with paraneoplastic sensory-motor neuropathies had a
higher frequency of IgM antibodies against Schwann cells (0% vs. 40%;
P = 0.0028). No novel antigens were identified from our IP experiments. Anti-
bodies against the neural adhesion molecules CNTN1, NF155, NF140, NF186,
NCAMI1, L1CAM, and the CNTNI1/CASPR1 complex were not detected in
patients with PN. One (2.9%) patient with CIDP and thymoma had CASPR2
antibodies. Interpretation: Almost 30% of patients with PN harbor antibodies
targeting neural structures, suggesting that novel neoplasm-associated antigens
remain to be discovered.

peripheral PNS, sensory neuronopathy is the most fre-

quent syndrome.”
(PNS) are In PNS, breakage of tolerance against self follows ecto-
pic expression of tumor-expressed antigens, which leads
to the production of paraneoplastic or onconeural anti-
bodies.! To date, several well-characterized onconeural
antibodies have been described,’ being anti-Hu and anti-
Yo antibodies the most frequent.> Except for anti-Hu
antibodies, which strongly associate with pure sensory
neuronopathy, most of these onconeural antibodies asso-
ciate with central system disorders. Since

Among nervous
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neurological symptoms generally precede tumor detec-
tion,* the finding of circulating onconeural antibodies
may be key in guiding what is often a challenging diagno-
sis.” Furthermore, their detection in patients is in some
cases invaluable in the discovery of an underlying malig-
nancy, allowing the initiation of an early oncological
treatment which might, in turn, contribute to the man-
agement of the PNS.>™®

Contactin 1 (CNTN1) is an axonal cell adhesion mole-
cule implicated in myelin loops fixation at the paranode
of Ranvier.” Qur group described the presence of anti-
CNTNI1 antibodies in small subsets of chronic inflamma-
tory demyelinating polyneuropathy (CIDP) patients with
characteristic clinical features.'” Both in vitro and passive-
transfer experiments in animal models have demonstrated
anti-CNTN1 antibodies’ pathogenicity in CIDP.'" CNTN1
has also been postulated to play a pivotal role in the
development, progression, and pathogenesis of multiple
tumors, being its expression considered as a marker of
12716 Two of our CIDP patients harboring
antibodies against CNTNI, respectively, developed a lym-
phoma and a colon adenocarcinoma in addition to their
neuropathy, one of them concomitantly, and the other
several years later. The role of other cell adhesion mole-
cules such as mneural cell adhesion molecule 1
(NCAM1)'7® and L1 (LICAM)*"** in cancer pathogen-
esis has been widely described. However, their possible
involvement as antigens in paraneoplastic neuropathies
has not been studied.

Here, we present a prospective study in which sera
from a group of 34 patients fulfilling diagnostic criteria of
possible (n =9; 26.5%) and definite (n = 25; 73.5%)
paraneoplastic neuropathies (PN), according to the PNS
Furonetwork criteria,” were analyzed to uncover new
potential antibodies. Sera were tested for known antibod-
ies against neural cell adhesion molecules and screened
for novel reactivities against nerve components.

poor prognosis.

Materials and Methods

Patients, informed consent, and protocol
approvals

In this prospective study, 34 patients followed at the Neu-
roimmunology-Multiple Sclerosis Unit in Hospital Clinic
de Barcelona (n = 32; 94.1%) or at the Neuromuscular
Diseases Unit in Hospital de Sant Pau (n = 2; 5.9%) were
included. Patients fulfilled diagnostic criteria of possible
(n=19; 26.5%) or definite (n = 25; 73.5%) PN.’ Periph-
eral nerve involvement due to neoplastic infiltration,
infectious or metabolic complications, or from any sort
of cancer treatment was appropriately ruled out. All
patients lacked antibodies against well-characterized

86

antigens as determined by immunoblot at Hospital Clinic.
Twenty-eight healthy controls from the Neuromuscular
Diseases Laboratory biobank were additionally included.
Serum samples were obtained and frozen at —80° until
needed.

This clinical research was conducted in compliance
with the Declaration of Helsinki and was approved by the
Human Ethics Committees Review Board of Hospital de
la Santa Creu i Sant Pau and Hospital Clinic de Barce-
lona. Written informed consents were obtained from all
participants.

With regard to experiments involving rats, experimen-
tal procedures were approved by our institution’s Service
of Animal Experimentation at CSIC-ICCC (Institut Catala
de Ciéncies Cardiovasculars).

Protocol overview

Sera were tested for antibodies against previously
described antigens at the node of Ranvier; CNTN1,' neu-
rofascin 140 (NF140),>* neurofascin 155 (NF155),%> neu-
rofascin 186 (NF186),* contactin-associated protein 2
(CASPR-2)*, and the CNTNI/contactin-associated pro-
tein 1 (CASPR1) complex”’; and against other neural cell
adhesion molecules (LICAM and NCAMI1). Sera were
additionally screened for novel IgM and IgG reactivities
against primary cultures of rat peripheral nerve compo-
nents: dorsal root ganglia (DRG) neurons, motor neu-
rons, and Schwann cells.

Patients with autoantibodies against any of these nerve
structures were used for antigen discovery with immuno-
precipitation (IP) studies. If any candidate antigen was
detected, confirmatory experiments with
human embryonic kidney (HEK) 293 cells were con-
ducted.

transfected

Autoantibody screening in peripheral nerve
components: cell cultures

Rat DRG neurons,” motor neurons,”® and Schwann
cells*® were isolated and cultured as previously described
with modifications. Briefly, DRG neurons were dissoci-
ated from E16 embryos and cells were cultured in neu-
robasal medium (Gibco BRL, NY) supplemented with
B27 (Gibco BRL), Glutamax (Gibco BRL), and nerve
growth factor (NGF) (Invitrogen, CA). After 24 h, cyto-
sine arabinoside (ARA-C) (Sigma, MO) and fluorouracil
(5-FU) (both by Sigma) were added to the medium to
remove fibroblasts. Two-thirds of the ARA-C/5-FU-sup-
plemented medium was replaced with fresh medium every
other day until reaching DRG neuron full growth.

Motor neurons were obtained from spinal cords from
El6 rat embryos. Cells were cultured in neurobasal
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medium (Gibco BRL) supplemented with B27 (Gibco
BRL), Glutamax (Gibco BRL), and NGF (Invitrogen).
Medium was replaced every other day until full cell
growth was achieved.

Schwann cells were harvested from sciatic nerves from
4- to 6-day-old rat pups and cultured in CB-medium
overnight (O/N). After 24 h, medium was changed and
fresh CB-medium supplemented with ARA-C (Sigma)
was added. After 3 days, medium was changed to Sch-
wann cell proliferation medium, which was replaced every
other day until full proliferation was achieved. Cells were
then plated in Poly-D-Lysine (Sigma) coated cover
glasses, fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) (Affyme-
trix Inc, CA), blocked with 5% goat serum (Gibco BRL)
and frozen at -80°C until immunocytochemistry (ICC)
experiments were performed.

DRG neuron, motor neuron, and Schwann
cell immunocytochemistry

Live DRG and
patients’ sera diluted 1/150 (for IgG experiments) or 1/40
(for IgM experiments) in culture medium. Cells were
then fixed with 4% PFA (Affymetrix Inc) and incubated
with appropriate secondary antibodies (both from Invit-
rogen) 1/1500. Due to the limiting scarcity of rat motor
neurons extraction, only patients’ sera were tested in these
experiments.

ICC experiments on Schwann cells were performed on
previously fixed and blocked frozen cells, using patients’
sera diluted 1/100 (for 1gG) or 1/40 (for IgM) and 1/1000
secondary antibodies (both from Invitrogen).

Coverslips were mounted with Vectashield with DAPI
(Vector Laboratories, CA, USA) and fluorescence signal
intensity was scored in a 0-3 scale by two independent
researchers. Participants were codified as patients or con-
trols and their ICC results in each condition were grouped
in two separate categories: moderate to strong staining,
including scores two and three (relevant staining), and
other staining, featuring scores zero (negatives) and mild
(score one, unspecific background). The latter category
included sera with no immunological relevance. Images
were obtained with an Olympus BX51 Fluorescence Micro-
scope (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) and processed
with GraphPad layout editor (GraphPad Software, CA).

motor neurons were incubated with

Immunoprecipitation

Sera showing moderate or strong (scores 2 or 3) reactivity
against peripheral nerve cells were used for IP experi-
ments using the same cell as IP substrate. Briefly, cells
were cultured as described above and incubated 1 h at
37°C with sera diluted 1/100 (for IgG) or 1/40 (for IgM)
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in growth medium. Cells were then lysed and protein A
and G agarose beads (both by Invitrogen) or anti-human
IgM agarose beads (Sigma) were added to the lysate and
incubated O/N. Agarose beads were then spun down and
the supernatants removed. Precipitated proteins were
detached from the agarose beads resuspending the sample
in Laemli buffer (Bio-Rad, CA, USA) with 5% b-mercap-
toethanol (Merck, Germany), heated up to 100°C for
5 min. Supernatants were then collected, loaded in a
polyacrylamide gel for electrophoresis and stained with
Coomassie blue (Invitrogen). Bands appearing in the IP
material were analyzed by mass spectrometry (MS). Pro-
tein relevance as an autoantigen was ranked by a custom
software (Anaxomics Biotech, Spain) according to an
algorithm taking into account MS protein features (score,
number of identified peptides, sequence coverage) and
protein’s cellular and tissular location and function. Pro-
teins in the IP material were selected as candidate anti-
gens when they fulfilled any of these criteria: protein
score > 100, peptide sequence coverage >5%, or two or
more peptides identified with the absence of the same
criteria in the control sample.

HEK cell transfection and ICC

HEK 293 cells were cultured O/N at 37°C in serum-sup-
plemented Dulbecco’s modified Eagle medium (Lonza,
Switzerland) in culture dishes with poly-D-coated (Sigma)
coverslips. Mammalian expression vectors encoding
human CNTNI1, CASPRI, CASPR2, NF140, NF155,
NF186, NCAM1, and L1ICAM (additional information in
Table S1) in Opti-MEM (Gibco BRL) were transfected
with Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Cells were then
fixed with 4% PFA (Affymetrix Inc) and blocked for 1 h
with either 5% goat serum (Gibco BRL) or 1/40 normal
rabbit serum (Jackson Immunoresearch, PA, USA) in
PBS. ICC experiments were performed as described in
Table S1. Coverslips were mounted as described above.

Clinical-immunological correlations

Medical records of patients were retrospectively reviewed
in order to detect any clinical association with the pres-
ence of antibody reactivity. Detailed clinical features
(including phenotype at onset, time to nadir, electrophys-
iological features, and response to therapy) were collected
in a coded database to detect clinical-immunological
associations.

Statistical analysis

Results were analyzed by GraphPad Prism v5.0 (GraphPad
Software). Statistical comparison was performed using
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contingency analysis with the application of a two-tailed
Fisher’s exact test, accepting an alpha-level <0.05 to deter-
mine significance. Whenever this analysis could not be
performed due to high number of zeros in the equation,
a nonapplicable (NA) status was given in place of a
P value.

Results

Thirty-four patients with a neuropathy fulfilling diagnos-
tic criteria of possible (1 = 9; 26.5%) or definite (n = 25;
73.5%) PN were included in the study, 8 (23.5%) of them
were women, while 26 (76.5%) were males. Mean age was
62.9 + 10.6 years; 57.4 £ 12.1 years for women and
64.7 + 9.6 vears for men. According to the recommended
diagnostic criteria for PNS,” 9 (26.5%) patients with a
possible diagnosis featured a nonclassical neurological
syndrome with presence of a tumor and absence of
onconeural antibodies. Patients with a definite diagnosis
either had a classical syndrome with a tumor and a lack
of antibodies (n = 24; 70.6%) or suffered from a tumor
and nonclassical syndrome that improved after oncologic
therapy (n = 1; 2.9%). Overall, 10 (29.4%) patients pre-
sented with a tumor and a neuropathy involving both
sensory and motor symptoms while lacking any known
antigen, while the remaining 24 (70.6%) patients pre-
sented with a tumor and a classical sensory neuronopa-
thy. Among the latter, 7 (20.6%) patients were diagnosed
with small cell lung cancer (SCLC). The rest of the 27
(79.4%) patients, regardless of their type of symptom,
sensory alone or sensory-motor, suffered from a myriad
of other malignancies (Fig. S1). Clinical and demographic
data are gathered in Table S2.

Screening experiments

ICC experiments with primary cultures of rat DRG neu-
rons, motor neurons, and Schwann cells were used to
identify novel IgG and IgM reactivities against neural
components. Overall, 9 (26.5%) patients reacted moder-
ately or strongly against DRG, motor neurons, or Sch-
wann cells, whereas 5 (17.9%) healthy controls reacted
only moderately. Since motor neuron staining in all
patients was exclusively moderate and poorly significant
(only three patients reacted, two of them moderately),
and due to the limiting scarcity of rat motor neurons, no
controls were tested for reactivity against motor neurons.
Patients with moderate and strong staining and their clin-
ical features are summarized in Table 1. Further details
regarding the remaining patients can be found in
Table S3. When comparing moderate to strong staining
intensities between all patients and controls, no significant
statistical differences were appreciated in any of our
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screening experiments (Fig. 2A; Table S4). Differences
were nonetheless observed when stratifying by disease
phenotype.

Patients with sensory-motor neuropathy

In IgM experiments, 12 (35.3%) out of the total of
patients reacted against rat Schwann cells; 5 (14.7%) of
them featured strong or moderate staining (Fig. 1A). Four
(11.8%) out of these five patients, belonged in the cohort
of patients with sensory-motor neuropathy (n = 10), rep-
resenting 40.0% of these patients. A higher proportion of
patients with sensory-motor neuropathy reacted against
Schwann cells in IgM experiments compared to healthy
controls (P = 0.0028) (Fig. 2; Table S4) and to patients
with pure sensory neuronopathy (P = 0.0190) (Fig. 3;
Table S5). Three (8.8%) of these patients presented with
a sensory-motor axonal polyneuropathy with prominent
vibratory and joint position sensation involvement. How-
ever, shared specific clinical features among them could
not be identified. The fourth patient presented with a
sensory-motor neuropathy with demyelinating features in
the EMG. Clinical features are detailed in Table 1. Sera
from two of these patients (with strong reactivity against
Schwann cells) and a normal control were used to iden-
tify target antigens using Schwann cells as the IP sub-
strate. Unfortunately, no relevant antigens were identified
in comparison to the control serum.

Four patients (11.8%) with sensory-motor neuropathy
featured IgG reactivity against DRG neurons, 2 (5.9%) of
them moderate, while 3 (8.8%) featured IgM reactivity,
only 1 (2.9%) of them with moderate staining. Just 1
(2.9%) patient with sensory-motor neuropathy featured
moderate IgG motor neurons’ staining. These results were
not significant when compared to healthy controls (Fig. 2;
Table S4) or patients with sensory neuronopathy (Fig. 3;
Table S5).

Patients with pure sensory neuronopathy

Eight patients (23.5%) with sensory neuronopathy, pre-
sented IgG reactivity against DRG neurons, 2 (5.9%) of
them of a moderate kind (Fig. 1B), while only 2 (5.9%)
showed mild IgM reactivity. Sera from these two patients
showing moderate IgG reactivity against DRG neurons
and a normal control were used to identify target antigens
using DRG neurons as the IP substrate. These experi-
ments did not provide any candidate antigens in compar-
ison to the control serum.

Only 1 (2.9%) patient reacting moderately by IgM
against Schwann cells and another patient equally reacting
against motor neurons were identified in this cohort. No
cross-reactivity was found between motor neurons and
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Table 1. Patients with moderate or strong staining ICCs.

DRG DRG
Patient neurons neurons  Schwann  Schwann
number NEUROPATHY TUMOR [s]€] IgM cells IgG  cells IgM

Motor
neurons
1gG

Motor
neurons
IgM

Clinical features

3 Sensory-motor  OVARIAN 2 1 0 1

4 Sensory-motor  LYMPHOMA 1 2 0 3

7 Sensory-motor  BREAST 0 0 0 3!

33 Sensory-motor  COLON 0 0 0 2

34 Sensory-motor  THYMOMA 3 1 0 2

19 Sensory NSCLC 27 0 1 0

21 Sensory TONSIL 0 0 1 2

30 Sensory NSCLC 2! 0 0 0

31 Sensory PAROTID 0 1 1 0
GLAND

0

0

0

2

Rapidly progressive (over 1 month),
predominantly distal, severe limb
weakness plus ataxia. Very severe
impairment of arthrokynetic and
vibration sensation. Areflexia.EMG:
Demyelinating features with severe
axonal impairment and acute
denervation

Itch and paresthesia in 3 months.
Gait unsteadiness and frequent
falls. Mild distal weakness, severe
vibration sensation impairment.
Sudden progression to severe
quadriparesis. Areflexia.EMG:
severe sensory-motor axonal
polyneuropathy

One week of weakness and distal
paresthesia. Proximal (4/5) and
distal (3/5) weakness. Severe
vibration and arthrokynetic
sensation impairment in all four
limbs. Areflexia.EMG: axonal
polyneuropathy. Seventeen cells
and high protein content in CSF

Mild gait impairment 1 year before.
Progression in last weeks, with
pan-sensory impairment in four
limbs. EMG: sensory-motor axonal
polyneuropathy. Dramatic
improvement after tumor removal

Gait impairment, distal sensory
disturbances, and distal weakness.
EMG: demyelinating features,
classified as CIDP. Improvement
with steroids

Left hand paresthesia. Progression
to all limbs, left side of face and
trunk. Gait ataxia. Abolition of
vibratory sensation in all four limbs.
Arthrokinetic sensation impaired in
left hand and foot. No weakness.
Areflexia. First EMG, normal.
Second EMG severe sensory
neurcnopathy

Ataxia, paresthesia, vibration
sensation impairment, and global
areflexia.

Distal painful paresthesia in hands
and feet. EMG: sensory axonal
polyneuropathy

Radicular pain in legs. Paresthesia in
four limbs and trunk. Progression
over 3 weeks to inability to walk.
Severe impairment of joint position.
High protein content in CSF

NSCLC, non-small-cell lung cancer; EMG, electromyography; CSF, cerebrospinal fluid.
"Indicate sera used for antigen discovery with immunoprecipitation (IP) studies.

89



RESULTADOS

Figure 1. Positive reactivities in screening ICC experiments. Strong IgM staining in Schwann cells (A) and moderate 1gG staining in DRG
neurons (B).

DRG neurons or Schwann cells. Significant differences
were not observed in these patients when compared to
healthy controls (Fig. 2; Table S4) or patients with sen-
sory-motor neuropathy (Fig. 3; Table S5).

Reactivity against cell adhesion molecules

No sera reacting against CNTN1, NF155, NF140, NF186,
NCAMI, L1ICAM, or the CNTNI/CASPR1 complex were
identified in our study. Only 1 (2.9%) patient reacted
against CASPR2 (Fig. S2). This patient had a thymoma
and presented with a sensory-motor rapidly progressing
chronic polyradiculoneuropathy with demyelinating fea-
tures in the EMG, fulfilling diagnostic criteria of CIDP.
This patient did not show any evidence of neuromyotonia
(frequently associated with anti-CASPR2 antibodies and
thymoma®) and also reacted against DRG neurons and
Schwann cells.

Discussion

Although our study describes a comprehensive autoanti-
body screening approach aimed at identifying clinically
relevant antigens in PN and provides evidence of the
immunopathological diversity in these patients, our
experiments failed to identify novel antigens in PN and
strong clinical-immunological associations could neither
be drawn from our study. Disease heterogeneity and
reduced number of patients might be accountable for
these results.

Patients with sensory-motor PN featured IgM antibod-
ies targeting Schwann cells more frequently than healthy
controls (40% vs. 0%, P = 0.0028). Two of these patients
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with a lymphoma and a breast adenocarcinoma were used
for TP experiments. IgM autoantibodies are not systemati-
cally screened in most autoimmune diseases. However,
nonparaneoplastic
inflammatory neuropathies are of the IgM isotype. This

several relevant autoantibodies in
includes anti-MAG antibodies associated to monoclonal
gammopathy of unknown significance and plasma cell
dyscrasias,” anti-GM1 antibodies in multifocal motor
neuropathy’', and anti-disialosyl antibodies in CANO-
MAD syndl'ume."2 Four out of 10 patients with sensory-
motor neuropathy stained Schwann cells. All of them had
an aggressive onset, three of them with predominantly
axonal features in the EMG. However, clear clinical-im-
munological correlations could not be inferred from our
findings. Technical caveats limit the efficiency of IP
experiments with IgM antibodies and patients with sen-
sory-motor PN are extremely rare. However, this specific
association will deserve attention and dedicated antigen
search using different approaches in future studies.
Almost 30% of patients reacted moderately or strongly
against neural structures; DRG neurons, motor neurons,
or Schwann cells. This may imply that the immune
response in PN is heterogeneous and directed toward
diverse antigens. However these results might reflect the
heterogeneity of cancer types and neuropathies present in
our cohort. A high proportion of healthy controls
(17.9%) reacted moderately against the same structures,
precluding any further interpretation of these findings.
Qur study did not identify patients harboring antibod-
ies against neural cell adhesion molecules other than the
previously described CASPR2. Although the role of neural
cell adhesion molecules has been widely described to con-

17-2

tribute to cancer pathogenesis * and nonparaneoplastic
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. : o 10,2425 :
autoimmune neuropathies, the results in our study

suggest that nerve damage in our cohort cannot be attrib-
uted to a humoral autoimmune attack targeting LICAM
and NCAM1 or the nodal/paranodal CNTN1/CASPRI
complex, CNTNI1, NF140, NF155, or NF186. However,
this lack of antibodies should be confirmed in further
studies involving other cohorts of PN. Anti-CASPR2 anti-
bodies associate with neuromyotonia, limbic encephalitis,
and Morvan syndrome in patients with or without thy-
moma.” Our CASPR2-positive patient presented a sen-
sory-motor neuropathy with demyelinating features in the
EMG and no evidence of central nervous system involve-
ment or neuromyotonia. This patient also showed rele-
vant IgG staining motor and DRG  neurons
experiments and IgM staining in Schwann cells, probably
reflecting the promiscuous immune response associated
with the thymoma.

In PNS, 70-80% of cases of subacute sensory neu-
ronopathy associate with SCLC, most of them boasting
anti-Hu antibodies. However, small subsets of patients
may present with anti-amphyphisin or anti-CV2 antibod-
ies (with or without anti-Hu antibodies) or with no anti-
bodies at all.* In our study, 24 (70.6%) patients with a
definite diagnosis of PNS presented with a classical sen-
sory neuronopathy with a tumor and a lack of onconeural
antibodies. As most paraneoplastic pure sensory neu-
ropathies (neuronopathies) result from damage to the
DRG," our hypothesis in such patients were focused on
depicting impaired 1gG/IgM reactivity
against DRG neurons as previously described.”*® How-
ever, interestingly, statistical results showed no significant
differences in such cells between those patients and
healthy controls or patients with sensory-motor neuropa-
thy in any of the tested conditions. Two of our patients
with pure sensory neuronopathy and non-small-cell lung
cancer showed moderate IgG staining against DRG neu-
rons and were used for IP experiments. Unfortunately, no
target antigens were identified from those experiments.

Since the description of anti-Hu antibodies in 1985,
and following the identification of other highly specific
onconeural antibodies in the serum of PNS patients,®” **

in

autoimmune

current hypotheses suggest an autoimmune origin in
PNS.! According to the location of the antigen, two types
of antibodies have been described in these conditions:
antibodies targeting cell membrane antigens or antibodies
against intracellular antigens, being the latter defined as
onconeural.* In our study, antibody screening ICC
experiments and IP experiments were conducted in non-
permeabilizing conditions. Consequently, our search for
novel antigens was exclusively catered toward the detec-
tion of cell surface molecules, which was further con-
firmed by the membrane-staining patterns observed in
our results. Although no surface antigens were identified
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in our IP experiments, a role for intracellular antigens
in our patients cannot be ruled out and further compre-
hensive studies involving intracellular antigen screening
techniques should be conducted to address that search.
Another limitation in our study is the lack of inclusion of
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a control group with sera from patients with cancer but
without neurologic involvement. Such approach was not
taken into consideration in this study due to the explora-
tory nature of our work and to the general negativity of
our results when compared against healthy controls.
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The use of antigens of nonhuman origin might be con-
sidered as a limitation in our study. Nonetheless, the use of
both mammalian expression vectors encoding nodal pro-
teins and neuronal primary cultures of murine origin has
previously provided us with relevant results.""** Despite
major sequence homology, interspecies variability may be
relevant enough to hinder novel antigen identification.
Thus, exploring novel viable sources of obtaining differenti-
ated human neural cells would greatly benefit the search of
new antigens, as has been proven in nonparaneoplastic
autoimmune neuropathies.>** Another limitation in our
study includes the lack of identification of antigens of lipidic
or glucidic nature. Last, identification of relevant protein
antigens using these techniques relies on completeness and
accuracy of existing databases, which may be biased in terms
of describing novel candidates. We used a custom software
setting a priori criteria to overcome this bias, however no
novel antigens could be identified from our IP studies.

In summary, we provide experimental evidence of the
heterogeneous IgG and IgM reactivity profile in PN
patients. Immunopathological diversity and reduced num-
bers in our cohorts may have hindered identification of
novel antigens. However, a significant proportion of PN
patients in our study harbor antibodies targeting neural
structures, which may suggest that novel neoplasm-asso-
ciated antigens remain to be discovered.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found online
in the supporting information tab for this article:

Table S1. HEK293 cell transfection and ICC conditions.
Table S2. Patients’ clinical and demographic data.
Table S3. All ICC results.
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Table S4. Statistical analysis of DRG neurons and Sch-
wann cells ICC in PN patients and healthy controls.
Table S5. Statistical analysis of DRG neurons, Schwann
cells, and motor neurons ICC in PN patients with sensory
neuronopathy or sensory-motor neuropathy.

Figure S1. Study cohorts.

Figure S2. Positive CASPR2 ICC.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

. . I . . . ] Com_mercial - Secondary antibodig
cDNA Clone Protein of interest Permeabilization ~ Seradiluton  Blocking solutbn Commercial antibody ar?tlblody Secondary antibodies dilution
dilution

NF140 vector courtesy of Dr. Devaux NF140 No 1/100 Goat5% in PBS|  Chicken NF (AF3235 R&D systemk) 1/1000 GACfm?;j?zi g'ws‘élzefilirc:r;")bes) | w1000+1/1000
pCMV6-NFASC-Myc-DDK (RC228652 Origene) NF155 No 1/100 Goat5% in PBS|  Chicken NF (AF3235 R&D systemk) 1/1000 GACfm?;j?zi g'ws‘élzefilirc:r;")bes) | w1000+1/1000
NF186 vector courtesy of Dr. Devaux NF186 No 1/100 Goat5%in PBS|  Chicken NF (AF3235 R&D systemk) 1/1000 GACfm?;j?zi ng‘élzefﬁ'C:%bes) | w1000+1/1000
pCMV6-CNTN1-untagged (EX-A1153-M02 Genecopoeia) CNTN1 No 1100 | Rabbit1/40in PB$  Goat CNTNL (AF904 R&D systemb) 1/1000 s:ﬁs‘;isggfgfgﬁ:‘&i?Crif:fi?;) 1/1000+1/1000
ppcch'/\l"\x_f'chNTT'\"\‘:;‘l’jLi?g;gé(féiﬁii‘l"gﬁ ()Gzegz‘;zzg's; ) CNTNI+CASPR1 No 1100 | Rabbit1/40in PB$  Goat CNTNL (AF904 R&D systemb) 11000 s:ﬁsgis (giéfgflzrfl::]r?nicslirgﬂfr?;) 1/1000+1/1000
CASPR?2 vector courtesy of Dr. Graus CASPR2 Yes 1/40 Goat 5% in PBS Rabbit CASPR-2 (Ab33994 Abcani) 1/50 GARGA'iﬁ (gj?gsggge;{”:bizgmﬁ 1/1000+1/1000

pCMV6-L1ICAM -Myc-DDK (RC211601 Origene) L1CAM Yes 1/100 Goat 5% in PBS Mouse-anti-Myc (CBL430 Milipore) 1200 ©AM ‘gﬁég;lgﬁgg";zc:fg::;bes) 1 1500 +1/500

PCMVB-NCAML-C-His (EX-X0019-M77 Genecopoeia) NCAML No 1/100 Goat 5% in PBS|  Mouse NCAM (347740 BD Biosciendes)  1/10¢0 CAM 488 (A-11001 Molecular Probes) 4 ) 1500

GAH594 (Ab98621 Abcam)

Supplementary Table 1 HEK293 cell transfection and ICC conditions.
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Total of 34 patients

With sensory-motor neuropathy With sensory neuronopathy
n=10(29.4 %) n=24 (70.6 %)
(n=1 definite; n=9 possible) (all definite)
Multiple malignancies SCLC
n=27(79.4 %) n=7(20.6 %)

+ 28 healthy controls

Supplementary Figure 1 Study cohorts

Patient numbe Neuropathy Tumor Gender Age Patient numbe Neuropathy| Tumor Gender Age
1 Sensory-Motor| GASTRIC M 46 18 Sensory NSCLC M 66
2 Sensory-Motor| BLADDER M 65 19 Sensory NSCLC M 72
3 Sensory-Motor| OVARIAN F 67 20 Sensory MELANOMA M 84
4 Sensory-Motor| LYMPHOMA M 69 21 Sensory TONSIL M 60
5 Sensory-Motor| COLON M 71 22 Sensory PELVIC F 79
6 Sensory-Motor]  SEMINOMA M 73 23 Sensory NSCLC M 65
7 Sensory-Motor| BREAST F 52 24 Sensory PROSTATE M 69
8 Sensory-Motor| NSCLC M NA 25 Sensory NSCLC M 7
9 Sensory SCLC M 69 26 Sensory LYMPHOMA M 56
10 Sensory SCLC M 52 27 Sensory PROSTATE M 65
11 Sensory SCLC M 64 28 Sensory NSCLC M 60
12 Sensory SCLC M 43 29 Sensory LYMPHOMA M 64
13 Sensory SCLC M 51 30 Sensory NSCLC F 48
14 Sensory SCLC M 69 31 Sensory PAROTID GLAND M 76
15 Sensory SCLC M 62 32 Sensory MELANOMA F 46
16 Sensory GASTRIC M 70 33 Sensory-Motor| COLON F 59
17 Sensory NSCLC F 64 34 Sensory-MotorNVASIVE THYMOMA F 44

Supplementary Table 2 Patients' clinical and demographic data. SCLC: small cell lung cancer, NSCLC:

non-small cell lung cancer, NA: not available.
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IgM

lgG

IgM

lgG

IgM

DRG neurons | DRG neurons | Schwann cells| Schwann cells| Motor neurons | Motor neurons

1gG

CASPR-2

NF186

NF155

NF140

CNTN1+

CASPR1

CNTN-1

NCAM1

L1CAM

PATIENT

NUMBER

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22
23

24

25
26
27

28

29

30
31

32

33

34

Supplementary Table 3.All ICC results.
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Patients Controls P value
DRG neurons IgG ICG  4/34 (11.8%9q) 3/28 (10.7%0) 1
All patients DRG neurons IgM ICG  1/34 (2.9%) 2/28 (7.19%) 0.5847
Schwann cels 1gG ICE 0/34 (0%) 0/28 (0% NA
Schwann cells IgM ICEC  5/34 (14.7% 0/28 (0% 0.0582
Patients with DRG neurons IgG ICG  2/24 (8.3% 3/28 (10.7%0) 1
sensory DRG neurons IgM ICG  0/24 (0%) 2/28 (7.1% 0.4932
neuronopathy Schwann cells IgG ICC 0/24 (0%) 0/28 (0% NA
Schwann cels IgM ICEC  1/24 (4.2% 0/28 (0%) 0.4615
DRG neurons IgG IC¢G  2/10 (20.09%)  3/28 (10.7%0) 0.5921
Patients with S} DRG neurons IgM ICG  1/10 (10.0% 2/28 (7.19%) 1
M neuropathy| Schwann cells 1IgG IC¢C 0/10 (0%) 0/28 (0% NA
Schwann cels IgM ICE  4/10 (40.0% 0/28 (0% 0.0028

Supplementary Table 4.Statistical analysis of DRG neurons and Schwann cells ICC in PN patients and

healthy controls. Moderate to strong fluorescence intensity scores, including scores two and three, and other

stainings, featuring scores zero and one, from DRG neurons and Schwann cells IgG and IgM ICC

experiments from patients and controls were analyzed using contingency analysis with the application of a

two-tailed Fisher’s exact test, accepting an alpha-level <0.05 to determine significance.

Sensory

Sensory-Motdr

P value

DRG neurons 1gG ICQ

2124 (8.3%

2/10 (20.0%6)

0.5636

DRG neurons IgM ICQ

0124 (0%)

1/10 (10.0%)

0.2941

Schwann cells 1gG I1C{

0124 (0%)

0/10 (0%

NA

Schwann cells IgM 1C(

1/24 (4.2%

4/10 (40.0%)

0.0190

Motor neurons IgG IC

0124 (0%)

1/10 (10.0%)

0.2941

Motor neurons IgM 1C(

1124 (4.2%)

0/10 (0%)

1

Supplementary Table 5 Statistical analysis of DRG neurons, Schwann cells and motor neurons ICC in PN

patients with sensory neuronopathy or sensory-motor neuropathy. Moderate to strong fluorescence intensity

scores, including scores two and three, and other stainings, featuring scores zero and one, from DRG

neurons, motor neurons and Schwann cells IgG and IgM ICC experiments were analyzed using contingency

analysis with the application of a two-tailed Fisher’s exact test, accepting an alpha-level <0.05 to determine

significance.
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Supplementary Figure 2 Positive CASPR2 ICC.HEK293 cells were transfected with a mammalian
expression vector encoding CASPR2 with the use of Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 11668019) and ICC
was performed as described in Supplementary Table 5. Commercial antibody staining can be appreciated in
green (A), patient’s 34 sera positivity in red (B), and a merged picture of both can be found above with nuclei
stained in blue (C).
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SINTESIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ARTICULO I

5.1.1 SINTESIS DE RESULTADOS

La CIDP es un sindrome inflamatorio cronico del nervio periférico que engloba multiples
variantes clinicas y que representa la neuropatia autoinmune cronica mas frecuente.
Aungue su patogenia sigue siendo desconocida, se le atribuye un origen autoinmune. La
evidencia de depdsitos de inmunoglobulinas y de complemento en el nervio de estos
pacientes, la desmielinizacion observada en modelos animales tras la inmunizacién con
suero de individuos afectados y la respuesta clinica a terapias inmunomoduladoras (IglV,
recambio plasmatico y terapias depletivas de células B) sugieren que la inmunidad
humoral, y en particular los autoanticuerpos, juegan un papel fundamental en el desarrollo
de la patologia. La deteccion de estos anticuerpos puede llegar a tener una gran relevancia
clinica tanto para el diagnostico como la prognosis y el manejo terapéutico de estos

pacientes.

La basqueda de nuevos antigenos es un tema de investigacion recurrente en la CIDP. Dada
la naturaleza desmielinizante de la enfermedad, y su homologia con el SGB, los primeros
esfuerzos se centraron en evaluar el potencial antigénico de los ganglioésidos y las proteinas
de la mielina. A pesar de la descripcion de algunas reactividades (como PO, P2 y PMP22),
la falta de correlaciones clinico-inmunolégicas y de replicabilidad de estos hallazgos
orientaron la busqueda de antigenos a otras estructuras del nervio periférico. EI NdR
representa una estructura esencial para la correcta conduccion nerviosa en la cual se han
descrito varios antigenos potenciales en la CIDP. Los primeros autoanticuerpos con
relevancia clinica en esta enfermedad, asociados a variantes clinicas muy concretas, fueron
los anticuerpos contra las proteinas paranodales CNTN1 y NF155. Estos autoanticuerpos,
cuya capacidad patogénica ha sido demostrada en modelos animales, han sido validados
por otros grupos y su deteccién tiene relevancia clinica en el diagndstico, prondstico y
tratamiento de estos pacientes. Mas recientemente, otros autoanticuerpos dirigidos contra
moléculas de adhesion del NdR (CASPR1 y NF140/NF186) se han descrito en grupos
reducidos de pacientes. Sin embargo, su correlacién clinico-inmunolégica aun debe ser
dilucidada. El objetivo principal de nuestro estudio fue identificar autoanticuerpos
potenciales contra los principales componentes del nervio periférico en los pacientes con

CIDP mediante técnicas de cribado sistematico. Adicionalmente también buscamos testar
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la reactividad de estos pacientes contra antigenos previamente descritos para esta
enfermedad.

Sesenta y cinco pacientes con CIDP segun los criterios diagndsticos EFNS/PNS y 28
controles sanos fueron incluidos en el estudio. Los sueros de los pacientes se analizaron
por ensayo de inmunoabsorcién asociado a enzima (Bld&#& detectar anticuerpos anti-
gangliésidos y por inmunocitoquimica para detectar anticuerpos contra antigenos
previamente descritos de la mielina (MPZ, PMP2) o el NdR (CNTN1, NF155, NrCAM,
GMD, los complejos CNTN1/CASPR1 y CNTN2/CASPR2 y las subunidades NavB1l y
NavB2 del principal canal de sodio del NdR). Sélo los pacientes que no presentaron
reactividad contra estos antigenos (n=57) y los controles negativos (n=28) se incluyeron en
los experimentos de cribado de autoanticuerpos. El cribado de nuevos antigenos en los
principales componentes del nervio periférico, se llevd a cabo mediante
inmunocitoquimica en neuronas de GRD y neuronas motoras obtenidas de cultivos
primarios de rata, y en una linea comercial de células de Schwann humanas
desdiferenciadas. Los pacientes que presentaron reactividad, de tipo IgG o IgM, contra
alguna de estas células fueron inmunoprecipitados para intentar identificar el antigeno
diana. Adicionalmente, una muestra obtenida a partir de la unificacion del suero de cinco
pacientes con CIDP tipica, fue inmunoprecipitada sobre lisado de nervio ciatico de rata y
sobre cauda equina humana. El rol antigénico de cualquier proteina identificada en estos
experimentos por espectrometria de masas, fue posteriormente evaluado mediante
inmunocitoquimica sobre células embrionarias de riidn humano (HEK) transfectadas con

las secuencias de ADN codificantes para la proteina de interés.

Once pacientes (11/59; 18.6%) mostraron reactividad anti-ganglidsidos, cuatro de ellos
(6.7%) con titulos elevados de anticuerpos IgM anti-GM1. Tres de estos pacientes
presentaron conducciones sensitivas normales a pesar de su severa afectacion sensitiva,
sugiriendo un dafio preganglionar. El cuarto paciente mostré una afectacion sensitivo-
motora en el EMG. Dos de los pacientes con anticuerpos anti-GM1, presentaron
reactividad adicional de tipo IgM contra GD1b, con o sin otras reactividades asociadas.
Ambos pacientes presentaron la variante CIDP de Lewis-Sumner, aunque mas adelante en
el curso de la enfermedad progresaron hacia una polineuropatia simétrica bilateral. Los

otros dos pacientes con anticuerpos anti-GM1 presentaron la variante tipica de CIDP.
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Cuatro pacientes reaccionaron contra CNTN1 (4/65, 6.2%), uno contra el complejo
CNTN1 / CASPR1 (1/65, 1.5%) y tres contra NF155 (3/65, 4.6%). Todos ellos, excepto
dos (uno CNTN1 y uno NF155 positivo), han sido reportados previamente por nuestro
grupo. Un paciente (1/62, 1.6%) con un fenotipo tipico de CIDP reaccion6 contra PMP2,
marcaje que fue corroborado en LCR. Ninguno de los demas pacientes reaccioné contra los
otros antigenos candidatos testados.

Un namero significativo de pacientes (22/57; 38.6%) mostraron algun tipo de reactividad
contra alguno de los tres tipos celulares testados, siendo ésta extensiva a varios tipos
celulares en algunos de los pacientes. Nueve pacientes presentaron una reactividad
moderada o intensa de tipo IgG o IgM contra las neuronas de GRD o las células de
Schwann. Seis de estos pacientes fueron incluidos en los experimentos de
inmunoprecipitacion realizados utilizando estas células como sustrato. La comparacion
estadistica entre las reactividades apreciadas en los pacientes y los controles del estudio no
evidencio diferencias significativas entre ambos grupos. Adicionalmente no se identifico
ningun antigeno relevante en el andlisis por espectrometria de masas de las muestras

iInmunoprecipitadas.

Los experimentos de inmunoprecipitacion sobre extracto de nervio ciético de rata y cauda
equina humana en pacientes con CIDP tipica identificaron como posibles candidatos las
proteinas L1CAM, una CAM de la familia de neurofascina, y CD9, una proteina de la
familia de las tetraspaninas presente en el paranodo de Ranvier. Sin embargo, tras evaluar
su potencial antigénico mediante inmunocitoquimica sobre células HEK transfectadas su

rol como posibles antigenos en CIDP no fue confirmado.

5.1.2 RELEVANCIA

Nuestro estudio representa el mayor cribado de autoantigenos realizado hasta la fecha en la
CIDP y se caracteriza por ser el primer estudio que utiliza los principales componentes
neuronales del nervio periférico, las neuronas de GRD y las neuronas motoras, en la
busqueda de nuevas reactividades antigénicas en esta enfermedad.

Aunque los experimentos de inmunoprecipitacion no han permitido la identificacion de
nuevos antigenos, nuestro estudio evidencia la heterogeneidad fenotipica de esta

enfermedad y contribuye en la nocion de que estos pacientes presentan un perfil de

105



SINTESIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

reactividad inmunolégica muy diverso hacia las principales células que conforman el
nervio periférico. Estos resultados sugieren que multiples antigenos aun por descubrir,
podrian ser los responsables de la respuesta inmunopatologica de los pacientes con CIDP y
abren nuevas vias de trabajo para la identificacion de potenciales antigenos en esta
enfermedad. Asimismo, de forma indirecta, nuestros resultados ponen de manifiesto la
necesidad de fomentar la difusion de registros estandarizados que permitan la
interconectividad de datos y que contribuyan a la buena caracterizacion clinica de los
pacientes de CIDP, hecho que podria facilitar la seleccion de cohortes mas homogéneas en

futuros estudios de cribado de autoanticuerpos.

5.2 ARTICULO Il

5.2.1 SINTESIS DE RESULTADOS

Las neuropatias paraneoplasicas son trastornos raros y heterogéneos del nervio periférico
que se desarrollan en el contexto de un cancer. Aunque su inmunopatogenia es
desconocida, se cree que éstas se desarrollan como consecuencia de un ataque autoinmune
ocasionado por la expresion ectopica de antigenos neurales por parte de un tumor, hecho
que conlleva a la produccion de los denominados anticuerpos onconeuronales o
paraneoplasicos. La deteccion de dichos anticuerpos en el suero y el LCR de estos
pacientes, sugiere un papel fundamental de la inmunidad humoral en la inmunopatogenia
de estas enfermedades. A su vez, la identificacion de estos autoanticuerpos puede presentar
una gran relevancia clinica, ya que ademas de guiar lo que a menudo es un diagndstico
complejo, éstos pueden contribuir en la deteccidon de un cancer subyacente. Salvo los
anticuerpos anti-Hu y anti-CV2/CRMP5, la mayoria de anticuerpos onconeuronales bien
caracterizados descritos hasta la fecha se asocian con trastornos del SNC. Este hecho pone
de manifiesto la necesidad de caracterizar reactividades antigénicas potenciales en estas
afecciones del SNP

Con el estudio llevado a cabo, buscamos identificar autoanticuerpos potenciales contra los
principales componentes del nervio periférico en los pacientes con neuropatias
paraneoplasicas mediante técnicas de cribado sistematico. Adicionalmente, dada la
contribucién en la patogénesis del cancer reportada para CNTN1 y para otras CAMS,
también buscamos testar la reactividad de estos pacientes contra moléculas de adhesion

celular neurales para evaluar su posible papel como antigenos en estas enfermedades.
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Treinta y cuatro pacientes con diagnéstico de neuropatia paraneoplasica posible (n=9) o
definida (n=25) segun los criterios diagndsticos recomendados para estos sindromes y 28
controles sanos fueron incluidos en el estudio. Los sueros de los pacientes se testaron por
inmunocitoquimica para detectar anticuerpos contra LLCAM y NCAM1 y contra otras
moléculas de adhesion situadas en el NdR (CNTN1, NF140, NF155, NF186, CASPR2 y el
complejo CNTN1/CASPR1). El cribado de nuevos antigenos en los principales
componentes del nervio periférico, se llevdO a cabo mediante inmunocitoquimica en
neuronas de GRD, neuronas motoras y células de Schwann obtenidas de cultivos primarios
de rata. Los pacientes que presentaron reactividad, de tipo IgG o IgM, contra alguna de
estas células fueron inmunoprecipitados para intentar identificar el antigeno diana. El rol
antigénico de cualquier proteina identificada en estos experimentos por espectrometria de
masas, fue posteriormente evaluado mediante inmunocitoquimica sobre células
embrionarias de rifién humano (HEK) transfectadas con secuencias de ADN codificantes
para la proteina de interés.

En nuestro estudio, nueve pacientes (26.5%) reaccionaron de forma intensa o moderada
contra neuronas de GRD, neuronas motoras o células de Schwann. Sin embargo, al
comparar las frecuencias observadas de estos marcajes en todos los pacientes y en los
controles sanos, no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos. Al estratificar por fenotipo, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la cohorte de pacientes con neuropatia sensitivo-motora. Estos pacientes
presentaron un marcaje de tipo IgM contra las células de Schwann con mayor frecuencia
gue los controles sanos (p=0.0028) y que los pacientes con neuronopatia sensitiva pura
(p=0.0190). De los diez pacientes con neuropatia sensitivo-motora, cuatro presentaron un
marcaje intenso o moderado de tipo IgM contra las células de Schwann, todos ellos con un
debut agresivo, tres de ellos con un patrén axonal en el EMG. Dos de estos pacientes
fueron inmunoprecipitados para identificar el antigeno responsable de esta respuesta.
Desafortunadamente ningun antigeno candidato fue identificado por espectrometria de
masas en nuestros experimentos. Tampoco se pudieron establecer correlaciones clinico-
inmunoldgicas claras entre los pacientes que presentaron este marcaje. Dos de los
pacientes con neuronopatia sensitiva presentaron una reactividad moderada de tipo IgG
contra las neuronas de DRG de cultivo primario de rata. El suero de ambos pacientes se

inmunoprecipitd, juntdé con una muestra control, utilizando estas células como sustrato. Sin
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embargo, ningun antigeno candidato fue identificado como resultado de estos

experimentos.

El estudio llevado a cabo no permitié la identificacion de ningun paciente que reaccionase
contra CNTN1, NF155, NF140, NF186, NCAM1, L1CAM o el complejo CNTN1 /
CASPR1. Solo uno de nuestros pacientes reaccion6 contra CASPR2. Dicho paciente
presentaba un timoma y una polirradiculoneuropatia sensitivo-motora crénica de
progresion rapida con caracteristicas desmielinizantes en el EMG, cumpliendo los criterios
diagnésticos de CIDP. Este paciente no mostré6 ninguna evidencia de neuromiotonia
(frecuentemente asociada con anticuerpos anti-CASPR2 y timoma) o de afectacion del
SNC.

5.2.2 RELEVANCIA

Nuestro estudio representa una aproximacion novedosa en el cribado de nuevas
reactividades antigénicas de superficie en las neuropatias paraneoplasicas y aporta
evidencia experimental del perfil heterogéneo de reactividad de tipo IgG e IgM en los
pacientes con estas enfermedades.

Aunque los experimentos de inmunoprecipitacion no han permitido la identificacion de
nuevos antigenos, probablemente por la diversidad inmunopatolégica y por el nidmero
reducido de pacientes en nuestra cohorte, nuestro estudio evidencia que casi un 30% de los
pacientes estudiados reaccionan de forma intensa o0 moderada contra los principales tipos
celulares que componen el nervio periférico. Estos resultados ponen de manifiesto la
heterogeneidad fenotipica inherente en estas enfermedades y contribuye en la nocion de
gue estos pacientes presentan un perfil de reactividad inmunolégica muy diverso.
Adicionalmente, nuestros resultados sugieren que existen antigenos aun por descubrir en

las neuropatias paraneoplasicas.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

La CIDP y las neuropatias paraneoplasicas son neuropatias inmunomediadas
ampliamente heterogéneas en las que los pacientes presentan multiples reactividades de
tipo IgG e IgM contra los principales tipos celulares del nervio periférico.

Los marcajes observados en los pacientes con CIDP y neuropatias paraneoplasicas
sugieren que existen antigenos aun por descubrir en estas enfermedades.

El estudio de cohortes amplias y bien caracterizadas, asi como la superacion de

determinadas limitaciones técnicas, podria auspiciar la identificacion de nuevos
antigenos en futuros estudios de cribado de autoanticuerpos.
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LINEAS DE FUTURO

LINEAS DE FUTURO

Los estudios de cribado realizados en el transcurso de esta tesis ponen de manifiesto que
los pacientes con CIDP y con neuropatias paraneoplasicas presentan multiples
reactividades de tipo IgG e IgM contra los principales tipos celulares del nervio periférico.

En futuros estudios, nuestros esfuerzos se centrardn en tratar de identificar los posibles
antigenos responsables de las reactividades observadas en estos pacientes mediante nuevas

técnicas experimentales.

A tal fin utilizaremos aproximaciones que nos permitan salvar las limitaciones que hemos
observado en el transcurso de nuestros experimentos, tales como el uso de células de
origen humano para los experimentos de cribado o el andlisis de glucidos como posibles

candidatos a antigenos.
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